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tudi v mešanici delovala dobro, medtem ko z intermediatnim izmenjevalcem (Bio-
RexTM 5) nismo dobili pozitivnih rezultatov. Ločevanje izooblik mAb je bilo delno 
uspešno. V prihodnje bi bilo treba najti optimalno razmerje ionskih izmenjevalcev v 
mešani koloni in ustrezen pufrski sistem, ki bi omogočal boljše ločevanje različic 
mAb. 
IV 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
ND Du2 
DC UDC 602.44:543.544.17:577.112(043.2) 
CX monoclonal antibodies/downstream processing/ion exchange chromatography/pH 
value/induced pH gradient/separation with changing of pH 
AU ŠEDIVY, Maja 
AA PODGORNIK, Aleš (supervisor)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2017 
TI SEPARATION OF MONOCLONAL ANTIBODY ISOFORMS WITH INDUCED 
PH GRADIENTS 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Biotechnology) 
NO XI, 68, [3] p., 16 tab., 46 fig., 2 ann., 31 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Chromatographic separation techniques ensure purification quality of biotechnically 
produced proteins. Most of the time, proteins are eluted with salt gradients. 
Purification with pH gradients is usually difficult to control, however it is appealing 
because subsequent salt removal steps are unnecessary. Mixed-bed chromatography 
columns have shown to be an effective way of performing pH gradient-based protein 
separation. The approach of present work was to create a linear pH gradient, 
generated by a step change in pH. A separation of protein charge variants with the 
mixed-bed concept was demonstrated for a monoclonal antibody mixture. A 
selection of appropriate ion exchange resins has given a mixed-bed column with a 
dual function: a small-pore weak base resin serves for intracolumn generation of pH 
gradients, and a large-pore strong base resin serves for interacting with proteins, 
gaining high binding capacity. A combination of different mobile phases has shown 
that concentration and pH value of the buffer can regulate the duration of the induced 
pH gradient. Weak (AG® 4-x4) and strong (Fractogel® EMD TMAE Hicap (M)) 
anion exchanger have turned to be good candidates in our experiments, however, 
intermediate anion exchanger (Bio-RexTM 5) has not given us positive results. The 
separation of monoclonal antibody isoforms has been partially achieved. In future, 
one would have to define an optimal ratio of weak and strong ion exchange resins, 
and a suitable buffer system with a higher chromatographic sensitivity for the 
separation of isoforms. 
  
V 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA .................................................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .............................................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE ........................................................................................................................ V 
KAZALO PREGLEDNIC............................................................................................................. VIII 
KAZALO SLIK ............................................................................................................................... IX 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ............................................................................................................ XI 
1 UVOD ................................................................................................................................... 1 
1.1 NAMEN DELA ................................................................................................................ 2 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE ................................................................................................... 2 
2 PREGLED OBJAV ............................................................................................................. 3 
2.1 BIOFARMACEVTIKA .................................................................................................... 3 
2.2 PROTITELESA ................................................................................................................ 3 
2.2.1 Monoklonska protitelesa ........................................................................... 4 
2.3 ZAKLJUČNI PROCESI ................................................................................................... 5 
2.4 IONSKA IZMENJEVALNA KROMATOGRAFIJA ...................................................... 6 
2.5 KROMATOGRAFSKI NOSILCI .................................................................................... 6 
2.5.1 Osnova ......................................................................................................... 7 
2.5.2 Funkcionalne skupine ................................................................................ 7 
2.5.3 Ionska oblika nosilcev ................................................................................ 8 
2.5.4 Lastnosti nosilcev ....................................................................................... 9 
2.6 MERILA USPEŠNOSTI LOČEVANJA V KROMATOGRAFIJI .................................. 9 
2.6.1 Učinkovitost kolone .................................................................................... 9 
2.6.2 Ločljivost kolone ...................................................................................... 10 
2.6.3 Selektivnost ............................................................................................... 10 
2.6.4 Asimetrija ................................................................................................. 11 
2.6.5 Izbira kromatografskega nosilca ............................................................ 12 
2.6.5.1 Kapaciteta ............................................................................................... 12 
2.5.6.2 Velikost delcev ....................................................................................... 12 
2.5.6.3 Pretok ..................................................................................................... 13 
2.5.6.4 Karakterizacija ionskih nosilcev prek prehodnih gradientov pH ........... 13 
2.7 POMEMBNE LASTNOSTI PROTEINOV ZA LOČEVANJE NA NOSILCIH IEX ... 14 
2.7.1 Naboj ......................................................................................................... 14 
2.7.2 Izoelektrična točka ................................................................................... 15 
VI 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
2.7.3 Velikost ..................................................................................................... 16 
2.8.1 Osnove ....................................................................................................... 16 
2.8.2 Pufri ........................................................................................................... 18 
2.9 LOČEVANJE PROTEINOV Z VEČANJEM IONSKE MOČI ALI SPREMINJANJEM 
pH-VREDNOSTI VHODNE MOBILNE FAZE ............................................................ 19 
2.9.1 Spiranje s soljo ......................................................................................... 20 
2.9.2 Spiranje s pH ............................................................................................ 20 
3 MATERIAL IN METODE ............................................................................................... 23 
3.1 MATERIAL .................................................................................................................... 23 
3.1.1 Laboratorijska oprema ........................................................................... 23 
3.1.2 Splošni laboratorijski material ............................................................... 24 
3.1.3 Kemikalije ................................................................................................. 25 
3.1.4 Ionsko – izmenjevalni kromatografski nosilci ....................................... 25 
3.1.5 Kromatografske kolone ........................................................................... 26 
3.1.6 Biološki material ...................................................................................... 26 
3.1.6.1 Protitelesa ............................................................................................... 26 
3.1.6.2 Goveji serumski albumin ....................................................................... 26 
3.2 METODE ...................................................................................................................... 238 
3.2.1 Priprava pufrov ........................................................................................ 27 
3.2.1.1 Umeritev pH-metrov .............................................................................. 27 
3.2.3 Priprava vzorcev za HPLC ..................................................................... 28 
3.2.3.1 Priprava raztopin BSA ........................................................................... 28 
3.2.3.2 Priprava raztopin mAb ........................................................................... 28 
3.2.4 HPLC-sistem ............................................................................................ 28 
3.2.5 Pakiranje kolon ........................................................................................ 29 
3.2.5.1 Priprava kromatografskega nosilca ........................................................ 29 
3.2.5.2 Priprava ohišja in polnjenje .................................................................... 30 
3.2.5.3 Priprava mešanih kolon .......................................................................... 31 
3.2.5.4 Priprava napolnjenih kolon za posamezne poskuse ............................... 31 
3.2.5.5 Shranjevanje ........................................................................................... 31 
3.2.6 Karakterizacija kolon .............................................................................. 32 
3.2.6.1 Testiranje ustrezne napolnitve kolon...................................................... 32 
3.2.6.2 Določanje dinamične vezne kapacitete s proteinom BSA ..................... 32 
3.2.7 Merjenje prehodov pH ............................................................................ 33 
VII 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
3.2.7.1 Prehodi pH s spremembo pH ................................................................. 33 
3.2.7.2 Prehodi pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze ................ 33 
3.2.8 Testiranje mešanih kolon z mAb ............................................................ 34 
3.2.8.1 Določanje veznih mest mAb z nosilcem ................................................ 34 
3.2.8.2 Vpliv naložene količine mAb na prehod pH .......................................... 35 
3.2.8.3 Izolacija izooblik mAb ........................................................................... 35 
4 REZULTATI IN RAZPRAVA ........................................................................................ 39 
4.1 TESTIRANJE RAZLIČNIH STACIONARNIH FAZ ŠIBKIH IN MOČNIH IONSKIH 
IZMENJEVALCEV........................................................................................................ 39 
4.1.1 Vizualni pregled nosilcev ......................................................................... 39 
4.1.2 Testiranje ustreznosti napolnjenih kolon .............................................. 41 
4.1.3 Vrste ionskih izmenjevalcev in ocena totalne ionske kapacitete ......... 42 
4.1.4 Dinamična vezna kapaciteta s proteinom BSA ..................................... 44 
4.2 PROUČEVANJE PREHODOV pH ............................................................................... 45 
4.2.1 Prehodi pH s spremembo pH vhodne mobilne faze .............................. 45 
4.2.2 Prehodi pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze ............... 48 
4.3 USTVARJANJE ŽELENE OBLIKE PREHODA pH Z MEŠANIMI KOLONAMI .... 52 
4.3.1 Mešana kolona FA ................................................................................... 55 
4.3.2 Mešana kolona FB ................................................................................... 55 
4.4 TESTIRANJE PREHODOV pH ZA UČINKOVITO LOČEVANJE IZOOBLIK mAb 56 
4.4.1 Določevanje veznih mest mAb z nosilcem ............................................. 56 
4.4.2 Vpliv koncentracije mAb na prehod pH ................................................ 57 
4.4.3 Ločevanje izooblik mAb .......................................................................... 59 
4.4.3.1 Analiza s HPLC ...................................................................................... 59 
4.4.3.2 Preverjanje čistosti z elektroforezo ........................................................ 61 
5 SKLEPI .............................................................................................................................. 64 
6 POVZETEK....................................................................................................................... 65 





Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  




Preglednica 1: Prednosti in slabosti ionsko izmenjevalnih nosilcev (Ion …, 2017a) .......... 9 
Preglednica 2: Splošni napotki pri izbiri ustreznega pufra za določen poskus (Lendero in 
sod., 2008) ........................................................................................................................... 20 
Preglednica 3: Laboratorijska oprema ............................................................................... 23 
Preglednica 4: Splošni laboratorijski material ................................................................... 24 
Preglednica 5: Kemikalije .................................................................................................. 25 
Preglednica 6: Lastnosti uporabljenih kromatografskih nosilcev (Bio-Rad …, 2000 in 
Fractogel …, 2017a) ............................................................................................................ 26 
Preglednica 7: Pomembne značilnosti kromatografskih nosilcev pri polnjenju v kolone 
(Bio-Rad …, 2000 in Fractogel …, 2017a) ......................................................................... 31 
Preglednica 8: Priprava 10 ml raztopine 10 % ločitvenega gela........................................ 36 
Preglednica 9: Priprava 5 ml raztopine 4 % koncentracijskega gela ................................. 36 
Preglednica 10: Priprava 10 ml 6-kratnega nanašalnega pufra .......................................... 37 
Preglednica 11: Priprava 1l 1x SDS elektroforeznega pufra ............................................. 37 
Preglednica 12: Priprava raztopine B................................................................................. 38 
Preglednica 13: Prikaz vrednosti As in HETP uporabljenih nosilcev ............................... 42 
Preglednica 14: Ocena totalne ionske kapacitete K nosilcev pri različnih eksperimentalnih 
razmerah .............................................................................................................................. 43 
Preglednica 15: Vrednosti dinamične vezne kapacitete s proteinom BSA za posamezne 
nosilce .................................................................................................................................. 44 
Preglednica 16: Eksperimentalno dobljena enačba za določitev veznih mest B mAb z 
nosilcem ............................................................................................................................... 56 
IX 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  




Slika 1: Zgradba protitelesa in prikaz posttranslacijskih sprememb (Prirejeno po: The 
Medicine Maker, 2017 in Liu in sod., 2014.) ........................................................................ 4 
Slika 2: Osnovni sestavni deli kromatografskega sistema Štrukelj in Kos, 2007). .............. 5 
Slika 3: Prikaz odvisnosti nabitih skupin od pH za različne kromatografske nosilce in 
primer nabitosti proteina skozi pH-območje (Li in sod., 2013). ........................................... 8 
Slika 4: Učinkovitost kolone (Carta in Jungbauer, 2010). .................................................... 9 
Slika 5: Prikaz izračuna ločljivosti kolon (Carta in Jungbauer, 2010). ............................... 10 
Slika 6: Prikaz učinka selektivnosti in učinkovitosti na ločljivost kolone (Ion exchange …, 
2016). ................................................................................................................................... 11 
Slika 7: Prikaz izračuna asimetrije (System …, 2017). ...................................................... 11 
Slika 8: Anionski izmenjevalci imajo pozitivno nabito ionogeno skupino R+ in negativno 
nabit izmenjevalni ion (anion) OH- ..................................................................................... 13 
Slika 9: Teoretična titracijska krivulja proteina kaže odvisnost celokupnega naboja 
proteina od pH vrednosti. (Prirejeno po: Ion exchange …, 2016.) ..................................... 15 
Slika 10: Elektrostatične interakcije negativno nabitega proteina (npr. mAb)  z anionskim 
izmenjevalcem (Yamamoto, 2005)...................................................................................... 16 
Slika 11: Shematski prikaz ločevanja proteinov v mešani koloni z anionskim 
izmenjevalcem in induciranim prehodom pH. (Vetter in sod., 2014a). .............................. 22 
Slika 12: Sestavni deli prazne kolone TricornTM (Tricorn …, 2006). ................................. 30 
Slika 13: Določitev trajanja prehodnega pH (∆t(pH)50 %) (Lendero in sod., 2008). ........... 34 
Slika 14: Slika izvornega šibkega ionskega izmenjevalca AG® 4-x4 (levo) in pod 
svetlobnim mikroskopom s 100-kratno povečavo (desno). ................................................. 39 
Slika 15: Slika izvornega intermediatnega ionskega izmenjevalca Bio-RexTM 5  (levo) in 
pod svetlobnim mikroskopom s 100-kratno povečavo (desno). .......................................... 40 
Slika 16: Slika izvornega močnega izmenjevalca Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 
(levo) in pod svetlobnim mikroskopom s 100-kratno povečavo (desno). ........................... 40 
Slika 17: Prikaz delovanja lovk pri močnem anionskem nosilcu Fractogel® EMD TMAE 
Hicap (M).  (Fractogel …, 2017b). ...................................................................................... 41 
Slika 18: Izgled mešane kolone FB. .................................................................................... 41 
Slika 19: Vpliv koncentracije pufra tris-HCl na trajanje prehoda pH pri koloni AG® 4-x4.
 ............................................................................................................................................. 45 
Slika 20: Vpliv pH fosfatnega pufra na trajanje prehoda pH pri koloni AG® 4-x4 ........... 46 
Slika 21: Vpliv koncentracije pufra tris-HCl na trajanje prehoda pH pri koloni Bio-RexTM 
5 ........................................................................................................................................... 46 
Slika 22: Vpliv pH fosfatnega pufra na trajanje prehoda pH pri koloni Bio-RexTM 5........ 46 
Slika 23: Vpliv koncentracije pufra tris-HCl na trajanje prehoda pH pri koloni Fractogel® 
EMD TMAE Hicap (M) ...................................................................................................... 46 
X 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Slika 24: Vpliv pH fosfatnega pufra na trajanje prehoda pH pri koloni Fractogel® EMD 
TMAE Hicap (M) ................................................................................................................ 47 
Slika 25: Profil prehodnega pH za AG® 4-x4 s fosfatnim pufrom pri pH 6,8 (a) in pH 8,0 
(b). ....................................................................................................................................... 47 
Slika 26: Profil prehodnega pH za AG® 4-x4 s pufrom tris-HCl ....................................... 47 
Slika 27: Profil prehodnega pH za Bio-RexTM 5 s fosfatnim pufrom pri pH 6,8 (a) in pH 
8,0 (b). ................................................................................................................................. 47 
Slika 28: Profil prehodnega pH za Bio-RexTM 5 s pufrom tris-HCl ................................. 47 
Slika 29: Profil prehodnega pH za Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) s fosfatnim pufrom 
pri pH 6,8 (a) in pH 8,0 (b). ................................................................................................. 47 
Slika 30: Profil prehodnega pH za Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) s pufrom tris-HCl
 ............................................................................................................................................. 50 
Slika 31: Primerjava trajanja prehodov pH s spremembo pH z mešano kolono FA pri 20 
mM (a) in 50 mM (b) pufru tris-HCl ................................................................................... 52 
Slika 32: Primerjava trajanja prehodov pH s fosfatnim pufrom za mešano kolono FA s 
posameznimi nosilci ............................................................................................................ 52 
Slika 33: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FA pri 10 
mM (a) in 20 mM (b) fosfatnem pufru, pH 6,8 ................................................................... 52 
Slika 34: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FA pri 10 
mM (a) in 20 mM (b) fosfatnem pufru, pH 8,0 ................................................................... 52 
Slika 35: Primerjava trajanja prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FA 
s posameznimi nosilci za pufer tris-HCl ............................................................................. 53 
Slika 36: Primerjava trajanja prehodov pH s spremembo pH z mešano kolono FB pri 20 
mM (a) in 50 mM (b) pufru tris-HCl ................................................................................... 54 
Slika 37: Primerjava trajanja prehodov pH s fosfatnim pufrom za mešano kolono FB s 
posameznimi nosilci ............................................................................................................ 54 
Slika 38: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FB pri 10 
mM (a) in 20 mM (b) fosfatnem pufru, pH 6,8 ................................................................... 54 
Slika 39: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FB pri 10 
mM (a) in 20 mM (b) fosfatnem pufru, pH 8,0 ................................................................... 55 
Slika 40: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FB s 
posameznimi nosilci za pufer tris-HCl ................................................................................ 55 
Slika 41: Določitev veznih mest mAb z mešano kolono FA (a) in mešano kolono FB (b) 56 
Slika 42: Vpliv naložene količine mAb na inducirani prehod pH za mešano kolono FA .. 57 
Slika 43: Vpliv naložene količine mAb na inducirani prehod pH za mešano kolono FA .. 58 
Slika 44: Ločevanje izooblik mAb z induciranim prehodom pH z mešano kolono FA ..... 59 
Slika 45: Ločevanje izooblik mAb z induciranim prehodom pH z mešano kolono FB ..... 59 
Slika 46: Združeni rezultati dveh SDS-PAGE gelov .......................................................... 62 
  
XI 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
BSA  goveji serumski albumin (angl. Bovine Serum Albumin) 
c  molarna koncentracija snovi (mol l-1)  
CDR  regije, ki določajo komplementarnost (angl. Complementarity Determining 
Region), so regije na protitelesu, s katerimi se vežejo antigeni 
CV  enota za podajanje volumna kolone (angl. Column Volume) 
Da  dalton – enota za merjenje molekulske mase 
DBC  dinamična vezna kapaciteta (angl. Dinamic Binding Capacity) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. DeoxyriboNucleic Acid) 
FDA  ameriška agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration) 
γ  masna koncentracija (g l-1) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-Performance Liquid 
Chromatography) 
IEX  ionska izmenjava (angl. Ion EXchange) 
mAb  monoklonsko protitelo (angl. Monoclonal AntiBody) 
ml min-1 mililiter na minuto – enota za merjenje pretoka 
mM  milimolaren (mmol l-1) – enota za merjenje koncentracije 
mS cm-1 milisiemens na centimeter – enota za električno prevodnost v raztopini 
µl  mikroliter – enota za merjenje prostornine 
µm  mikrometer – enota za merjenje dolžine 
NaCl  natrijev klorid 
NaOH  natrijev hidroksid 
pH  merilo za koncentracijo oksonijevih ionov v raztopini 
pI  izoelektrična točka proteina 
π  število pi – matematična konstanta, ki predstavlja približno vrednost 3,14 
SEC  kromatografija z ločevanjem po velikosti (ang. Size Exclusion 
Chromatography) 
SBC  statična vezna kapaciteta (angl. Static Binding Capacity) 
tris-HCl tris (hidroksimetil) aminometan in vodikov klorid 
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Farmacevtska industrija je nedvomno ena najbolj zakonsko urejenih gospodarskih panog na 
svetu. Regulativa bioloških zdravil se nenehno zaostruje (Štrukelj in Kos, 2007). Zahteva po 
visoki čistosti proteinov je ključna za varnost in učinkovitost bioloških zdravil, zato ima 
iskanje postopka, ki bi povečal selektivnost in ločljivost kromatografskih metod velik 
praktičen pomen (Gottschalk, 2009).  
Proteini so kompleksne molekule, pri katerih struktura določa biološko funkcijo. Biološko 
funkcijo monoklonskih protiteles večinoma določajo posttranslacijske spremembe, ki lahko 
občutno vplivajo na zaključne procese. Izooblike so posamezne oblike določene molekule, 
ki se odražajo v različnih posttranslacijskih spremembah. Glikozilacija in deamidacija 
lastnosti proteina spremenita do te mere, da se zaradi njih izooblike dá kromatografsko ločiti 
(Štrukelj in Kos, 2007).  
Značilen proces izolacije monoklonskih protiteles vključuje afinitetno kromatografijo s 
proteinom A z nizkostopenjskim pH-spiranjem, ki deluje tudi kot virusna deaktivacija. Tej 
navadno sledita dva ionsko izmenjevalna kromatografska koraka (kationska ali anionska). 
Za desorpcijo monoklonskih protiteles z nosilca je treba spremeniti sestavo mobilne faze, 
bodisi povečati koncentracijo soli bodisi spremeniti pH-vrednost. Čeprav se izooblike 
monoklonskih protiteles lahko ločijo po izoelektrični točki in bi bilo zato smiselno ločevanje 
s prehodom pH, se pogosteje uporablja gradient soli, saj ga je laže uravnavati (Gottschalk, 
2009).  
Ločevanje proteinov s prehodom pH temelji na odvisnosti celokupnega naboja proteina 
glede na pH. Težave, ki so povezane z uporabo prehoda pH, so kompleksnost v izdelavi in 
obvladovanju prehodov pH in doseganje pH-vrednosti, pri katerih se proteini lahko 
združujejo, oborijo ali denaturirajo. Po drugi strani je uporaba prehodov pH zelo mikavna, 
saj se znebimo dodatnega koraka odstranjevanja soli in bi bili stroški izolacije zato lahko 
manjši (Vetter in sod., 2015). 
Obstajata dva načina induciranja prehoda pH. Eksterni način se nanaša na mešanje dveh 
mobilnih faz zunaj kolone, pri čemer se njuno razmerje s časom spreminja. Pri internem 
načinu se prehod ustvarja znotraj same kolone, in sicer kot posledica interakcij med mobilno 
ter stacionarno fazo. Za eksterni način potrebujemo mešalnik mobilnih faz in gradientne 
črpalke. Interni način naj bi bil preprostejši in funkcionalnejši, saj se prehod pH ustvari s 
koračno spremembo pH-vrednosti vhodne mobilne faze, ki je počasnejši od hitrosti 
potovanja mobilne faze skozi kolono – dobimo položen, dokaj linearen prehod pH, ki 
omogoča ločevanje nabitih molekul (Vetter in sod., 2014a).  
Velika težava induciranega prehoda pH znotraj kolon je dostopnost ligandov – funkcionalne 
skupine nosilcev, ki prvotno služijo za ustvarjanje prehoda pH, so tudi mesta, na katere se 
vežejo proteini, in so odgovorni za njihovo ločevanje. Interakcije s proteini vodijo do motenj 
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v ustvarjanju prehodov pH, kar postane pomembno s povečevanjem koncentracije 
naloženega proteina (Vetter in sod., 2014a). Rešitev tega problema bi lahko bile mešane 
kolone; te so še v razvojni fazi.  
 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bilo ustvariti položen inducirani prehod pH in na osnovi tega 
ločiti izooblike monoklonskih protiteles. Samo delo je zajemalo preizkušanje različnih 
stacionarnih faz šibkih in močnih ionskih izmenjevalcev ter mešanih v kombinaciji z 
različnimi mobilnimi fazami. Na sistemih z mešanimi kolonami, kjer smo uspeli ustvariti 
ustrezen inducirani prehod pH, smo izvedli ločevanje izooblik monoklonskih protiteles in 
tudi preučili vpliv naložene količine proteina na ločevanje. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pred samim eksperimentalnim delom smo postavili naslednje hipoteze: 
 Šibki in močni ionski izmenjevalci ali njihove kombinacije omogočajo tvorbo 
induciranega prehoda pH. 
 
 Inducirani prehod pH je odvisen od narave nosilca. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOFARMACEVTIKA 
Farmacevtska biotehnologija je z razvojem tehnologije rekombinantne DNA in hibridomske 
tehnologije pridobivanja monoklonskih protiteles razvila nove postopke proizvodnje spojin 
proteinskega izvora (t. i. biološka zdravila), ki so sicer neekonomični zaradi omejene 
količine naravnih virov, kot so celice, organi in tkiva. Rekombinantne zdravilne učinkovine 
so kvalitativno in kvantitativno odprle nove možnosti zdravljenja in preprečevanja bolezni 
(Štrukelj in Kos, 2007).  
Biološka zdravila lahko razdelimo na pet večjih razredov: biološka zdravila, pridobljena z 
izolacijo; biološka zdravila, pridobljena s sintezo; genska zdravila; monoklonska protitelesa; 
rekombinantna biološka zdravila (Štrukelj in Kos, 2007). Najhitreje rastočo skupino z 
dovoljenjem za promet predstavljajo rekombinantna biološka zdravila (monoklonska 
protitelesa s 34 %, eritropoetini z 19 % in inzulini s 14 %). Preostalo so encimi, rastni faktorji 
in citokini. Čeprav je v razvoju mnogo neproteinskih molekul, kot so plazmidi, virusi in 
kompleksni saharidi, je zelo verjetno, da bodo proteini v skupini bioloških zdravil še kar 
nekaj časa dominantni zaradi dobre učinkovitosti in manj stranskih učinkov ter dokaj 
dolgega roka trajanja (Carta in Jungbauer, 2010). 
 
2.2 PROTITELESA 
Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so del humoralnega imunskega odziva sesalcev. So 
glikozilirani globularni proteini iz naddružine imunoglobulinov z molekulsko maso 
približno 150 kDa. Najdemo jih v krvi, tkivnih tekočinah in telesnih izločkih (slina, solze, 
sluz, urin, mleko doječe matere). Zrela protitelesa se izločajo iz aktiviranih limfocitov B 
(Štrukelj in Kos, 2007). 
Molekule Ig se razlikujejo v zgradbi, lastnostih in zaščitni vlogi pri obrambi organizma. 
Njihova struktura je simetrična, v obliki črke Y, sestavljena iz dveh težkih (daljših) in dveh 
lahkih (krajših) polipeptidnih verig. Glede na vrsto težke verige protitelesa delimo na pet 
razredov: G, M, A, D in E, ki se nadalje delijo v podrazrede. Sinteza in sestava Ig poteka v 
celičnem endoplazmatskem retikulumu, posttranslacijske spremembe pa se zgodijo v 
Golgijevem aparatu (Štrukelj in Kos, 2007).  
Proteini so kompleksne molekule, pri katerih struktura določa biološko funkcijo. Le pravilno 
zviti proteini bodo funkcionalni proteini. Biološko funkcijo monoklonskih protiteles 
večinoma določajo posttranslacijske spremembe (Štrukelj in Kos, 2007).  
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Posttranslacijske spremembe so kemijske spremembe proteina, ki razširijo nabor funkcijskih 
značilnosti proteinov in lahko vplivajo na njihovo biološko aktivnost do te mere, da se jim 
spremeni učinkovitost (Rodgers in Chou 2016). Glikozilacija je ena najpomembnejših 
posttranslacijskih sprememb: dodatek polisaharidnih verig na proteine vpliva na številne 
pomembne lastnosti, kot so biološka razpolovna doba, topnost, stabilnost in farmakološko 
delovanje (Štrukelj in Kos, 2007). Deamidacija je kemijska reakcija, pri kateri se amidne 
skupine v stranskih verigah aminokislin asparagina ali glutamina odstranijo ali zamenjajo z 
drugo funkcionalno skupino (Liu in sod., 2014).  
Izooblike so posamezne oblike določene molekule, ki se odražajo v različnih 
posttranslacijskih spremembah. Zaradi tega lahko isto protitelo nastopa v več tisoč oblikah, 
izolirati pa je treba samo ciljno obliko, kar znatno poveča kompleksnost izolacije. 
Glikozilacija in deaminacija lastnosti proteina tako močno spremenita, da je mogoče zaradi 
njih izooblike kromatografsko ločiti (Štrukelj in Kos, 2007). 
 
2.2.1 Monoklonska protitelesa 
Monoklonska protitelesa (angl. monoclonal antibodies; mAb) so protitelesa, ki jih izdelujejo 
celice enega klona prvotne starševske celice (Vozelj, 2000). Ključna lastnost mAb za 
uporabo v terapevtske namene je specifično prepoznavanje in vezava vezavnega mesta 
(epitopa) na antigenu ali tarčni molekuli, kar omogoča ciljno zdravljenje z manjšimi 
stranskimi učinki. Visoka afiniteta omogoča uporabo manjših odmerkov zdravil, kar vpliva 
tudi na ceno zdravljenja (Štrukelj in Kos, 2007). 
Slika 1: Protitelo je zgrajeno iz dveh lahkih in dveh težkih polipeptidnih verig, povezanih z disulfidnimi vezmi. 
Glikozilacija poteka na konstantnem delu Fc, deamidacija pa v delu Fc in v CDR-regijah na variabilnem delu 
Fab protitelesa. (Prirejeno po: The Medicine Maker, 2017 in Liu in sod., 2014.) 
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V zadnjih tridesetih letih je ameriška agencija za hrano in zdravila (FDA) odobrila kar nekaj 
mAb za diagnostiko in zdravljenje. Trenutno je na trgu več kot 60 mAb, najbolj uspešni so 
na področju avtoimunskih bolezni (revmatoidni artritis) in pri zdravljenju raka (Rodgers in 
Chou, 2016). 
 
2.3 ZAKLJUČNI PROCESI 
Najpomembnejše ločevalne metode v zaključnih procesih so kromatografske in 
elektroforezne metode. Značilnost kromatografskih metod je porazdeljevanje komponent 
vzorca med dvema fazama, stacionarno (večinoma trdno) in mobilno (tekočo ali plinsko). 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, krajše HPLC (ang. high-performance liquid 
chromatography), je najpogosteje uporabljena tehnika za ločevanje poljubnih količin snovi, 
za kvalitativne in kvantitativne analize ločevanja. Glede na naravo interakcij med 
stacionarno fazo in komponentami vzorca lahko tekočinsko kromatografijo razdelimo na več 
vrst: adsorpcijska, porazdelitvena, ionska izmenjevalna, gelska izključitvena in afinitetna 
kromatografija (Štrukelj in Kos, 2007).  
Na splošno je na eni strani kolone hranilna mešanica s pufrom. Individualne komponente so 
ločene na koloni v nekem časovnem razmiku in dolžini kolone kot posledica različnih 
interakcij med fazami (Carta in Jungbauer, 2010). 
Kromatografija je glavno orodje za čiščenje bioloških zdravil zaradi mnogo prednosti pred 
drugimi metodami. Tehnika zagotavlja zelo visoko ločevalno učinkovitost, ki omogoča 
ločljivost kompleksnih mešanic s podobnimi molekulskimi lastnostmi. Kolone, napolnjene 
z ionskimi izmenjevalci, ki imajo visoko kapacitateto, so idealne za lovljenje in posledično 
zgoščevanje molekul, ki so v bioprocesu prisotne v majhnih koncentracijah, poleg tega pa 
se v tem koraku odstrani zelo veliko nečistoč. Kromatografija se lahko izvaja v skoraj 
popolnoma zaprtem sistemu s stacionarno fazo, ki jo je lahko regenerirati. Slabost 
kromatografije je razvidna pri prehodu z laboratorijske na industrijsko raven, vendar pa je s 
Slika 2: Osnovni sestavni deli kromatografskega sistema so mobilne faze, črpalka, injektor, kolona, detektor 
in računalniški sistem (Štrukelj in Kos, 2007). 
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pravilnim načrtovanjem mogoče pripraviti optimalne kolone za proizvodnjo velikih količin 
produkta (Carta in Jungbauer, 2010). 
Zaključni procesi izolacije mAb navadno potekajo v treh korakih. V prvem se vzorec naloži 
na kromatografsko kolono, ki vsebuje stacionarno fazo z imobiliziranim proteinom A, ki je 
visokospecifična molekula za mAb (afinitetna kromatografija). Nato sledita dva koraka 
čiščenja mAb z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Kationski izmenjevalci se uporabljajo 
za odstranjevanje gostiteljskih celičnih proteinov, proteina A, agregatov in fragmentov. 
Anionski izmenjevalci se uporabljajo za odstranjevanje ostalih nečistoč, kot je na primer 
DNA (MAb dev.  …, 2017a).  
 
2.4 IONSKA IZMENJEVALNA KROMATOGRAFIJA 
Ionska izmenjevalna kromatografija (ang. Ion Exchange; IEX) je v uporabi od 60. let dalje 
in je ključna komponenta večine ločevalnih procesov bioloških zdravil, predvsem pri 
odstranjevanju nečistoč, povezanih s produktom, kot so topni agregati ali fragmenti. Te 
nečistoče je treba nujno ločiti od končnega produkta, saj lahko povzročajo stranske učinke 
zdravila, na primer imunogene reakcije (Klusters in sod., 2016).  
IEX-kromatografija se zelo pogosto uporablja za izolacijo proteinov, peptidov, nukleinskih 
kislin in drugih nabitih molekul. Zaradi dobre ločljivosti z visokimi kapacitetami je ena 
izmed najbolj uporabljanih tehnik (Ion exchange …, 2016). Temelj ločevanja so 
elektrostatske interakcije med nabitimi molekulami in nasprotno nabitimi ionskimi 
skupinami na nosilcih (Carta in Jungbauer, 2010). Tehnika se lahko uporablja za ločevanje 
molekul, ki se razlikujejo zgolj v nekaj nabitih skupinah (Ion exchange …, 2016). 
IEX-kromatografija se izvaja z menjavanjem veznih in neveznih pogojev. To pomeni, da se 
vzorec mešanice proteinov nanese na kolono, se nanjo veže in loči v linearnih ali koračnih 
spremembah v pH-vrednostih ali v ionski moči mobilne faze z enakim pH (Kluters in sod., 
2016). 
 
2.5 KROMATOGRAFSKI NOSILCI 
Bistvo kromatografskega sistema predstavlja kolona, ki je najzahtevnejši del HPLC. 
Lastnosti kolone so odvisne tako od izbire vrste in kvalitete stacionarne faze kot tudi od 
tehnologije polnjenja. Kromatografski nosilci za ionsko izmenjevanje so narejeni iz porozne 
ali neporozne osnove (matriksa) in so izbrani glede na svojo fizično in kemijsko stabilnost 
in nizko stopnjo nespecifičnih reakcij (Ion exchange …, 2016). 
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Nosilci IEX so sestavljeni iz pozitivno ali negativno nabitih funkcionalnih skupin, ki so 
kovalentno vezane s trdnim matriksom. Matriksi so pogosto celuloze, agaroze, 
polimetakrilati, polistireni in poliakrilamidi. Prednost zadnjih treh matriksov je možnost 
visokih pretokov skozi kolono zaradi dobrih mehanskih lastnosti (Ion …, 2017a). 
Visoka poroznost osnove omogoča veliko izmenjevalno površino, prekrito s funkcionalnimi 
skupinami, kar zagotavlja visoko vezno kapaciteto za tarčno molekulo. Dobra mehanska 
stabilnost zagotavlja ohranjanje volumna nosilca tudi pri ekstremnih spremembah 
koncentracije soli ali pH-vrednosti pufra, kar omogoča daljšo življensko dobo  kolone. 
Fizična stabilnost je zelo pomembna zaradi tlaka, ki narašča zlasti pri povečevanju pretoka 
skozi kolono. Visoka kemijska stabilnost omogoča čiščenje kolon pod močno alkalnimi 
pogoji (Ion exchange …, 2016). 
 
2.5.2 Funkcionalne skupine 
Funkcionalne skupine določajo naboj medija IEX, ki je lahko pozitivno nabit in privlači 
anione (anionski izmenjevalec) ali negativno nabit in privlači katione (kationski 
izmenjevalec). Poznamo močne in šibke ionske izmenjevalne nosilce, kar označuje, kako se 
stopnja ionizacije funkcionalnih skupin spreminja s pH, in ne, kako močno funkcionalne 
skupine vežejo proteine (Ion exchange …, 2016). 
Pri močnih nosilcih ostaja število nabitih skupin konstantno ne glede na pH-vrednost pufra. 
Močni nosilci zato ohranjajo selektivnost in kapaciteto v širokem območju pH (1–13). 
Primeri takih nosilcev so kvartarni amini (Q), sulfonati (S) in sulfopropili (SP). Šibki nosilci 
oddajajo in sprejemajo protone H+s spremembo pH-vrednosti, poteka torej njihova titracija, 
zato so njihove vezne lastnosti odvisne od pH-vrednosti. Šibki anionski izmenjevalci 
navadno slabo delujejo nad pH 9, šibki kationski izmenjevalci pa pod pH 6. Zato je pri delu 
s šibkimi nosilci nujno treba poznati delovno pH-območje nosilca. Primeri šibkih skupin so 
dietilaminoetilne skupine (DEAE) ali karboksimetilne skupine (CM) (Ion …, 2017a). 
8 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Šibki kationski izmenjevalci imajo negativen naboj pri pH = 5 ali več, medtem ko so šibki 
anionski izmenjevalci pozitivno nabiti pri pH = 9 ali manj (Carta in Jungbauer, 2010). Močne 
izmenjevalce se največkrat uporablja zaradi njihove stabilnosti in neodvisnosti od  
pH-območja, medtem ko so šibki izmenjevalci zanimivi predvsem zaradi spremenljive 
selektivnosti kot posledice titracije skupin (Ion …, 2017a). 
 
2.5.3 Ionska oblika nosilcev 
S pojmom ionska oblika nosilcev mislimo predvsem na naravo protiionov, ki se adsorbirajo 
na funkcionalne skupine nosilca in se lahko izmenjujejo s spreminjanjem sestave pufra. 
Pogosto se v primeru anionskega izmenjevalca uporablja kloridne ione Cl−, v primeru 
kationskega izmenjevalca pa natrijeve ione Na+, saj je NaCl netoksičen in cenovno ugoden 
(Ion …, 2017a). 
Moč interakcije molekule z določenim nosilcem se razlikuje glede na adsorbiran protiion. 
Manjša kot je selektivnost protiiona do nosilca, hitreje se lahko izmenja za drug ion (npr. 
tarčni protein). Tako protiioni z manjšo selektivnostjo v izpiralnem pufru teže izpodrinejo 
vezan protein. Za izboljšavo tega včasih rabimo druge protiione, kot so na primer Li+, Br− 
in SO4
2− (Ion …, 2017a). Iz tega je tudi razvidno, da je treba pred uporabo funkcionalne 
skupine na nosilcu uravnotežiti s sestavo pufra, kar dosežemo s prečrpavanjem ustrezne 
mobilne faze (Ion exchange …, 2016). 
 
Slika 3: Prikaz odvisnosti nabitih skupin od pH za različne kromatografske nosilce in primer nabitosti proteina 
skozi pH-območje (Li in sod., 2013). 
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2.5.4 Lastnosti nosilcev 
Preglednica 1: Prednosti in slabosti ionsko izmenjevalnih nosilcev (Ion …, 2017a) 
Prednosti nosilcev IEX Slabosti nosilcev IEX 
Omogočanje visokih 
pretokov 
Vzorci morajo biti naloženi pri nizki koncentraciji soli (problem 
pri aplikacijah, pri katerih je treba pufer zamenjati, preden gre 
vzorec lahko na nosilec IEX) 
Koncentriranje vzorcev Skupki pozitivno nabitih delov nosilcev lahko omogočijo vezavo 
negativnih proteinov na kationske izmenjevalce in obratno 
Visok donos Majhne spremembe v pH lahko vplivajo na kapaciteto nosilcev 
Ni denaturacije proteinov Velikost delcev vpliva na ločljivost kolone 
Idealna stacionarna faza mora pri ločevanju proteinov zadostiti številnim pogojem kot so 
visoka kapaciteta, odsotnost nespecifičnih reakcij med proteinom in nosilcem, velika 
poroznost, visoka odpornost proti mehanskim silam, biozdružljivost in obstojnost nosilca v 
različnih topilih in pri različnih temperaturah. Slednje je še posebej pomembno pri kolonah, 
ki jih redno čistimo, dezinficiramo in steriliziramo (Štrukelj in Kos 2007). 
 
2.6 MERILA USPEŠNOSTI LOČEVANJA V KROMATOGRAFIJI 
2.6.1 Učinkovitost kolone 
Učinkovitost kolone vpliva na širino vrhov in jo izrazimo s številom teoretskih podov N. 
Število N pove, kolikokrat se topljenec porazdeli med stacionarno in mobilno fazo pri 
prehodu skozi kolono. Učinkovite kolone (večji N) torej kažejo ožje vrhove (slika 4). (Carta 
in Jungbauer, 2010). 
Na učinkovitost vpliva več dejavnikov. Eden je vzdolžna difuzija proteinov v koloni, ki jih 
lahko minimiziramo tako, da zmanjšamo razdalje za difuzijo. Tudi kvaliteta pakiranja 
stacionarne faze močno prispeva k ločljivosti. Kolone, ki niso pravilno napolnjene (preveč 
ali premalo stisnjene; prisotnost zračnih mehurčkov), vodijo do pojava kanalčkov 
(neenakomeren prehod pufra skozi kolono), večje disperzije in posledično zmanjšane 
ločljivosti (Ion exchange …, 2016). 
Slika 4: Učinkovitost kolone pomeni spiranje topljenca v določenem spiralnem volumnu. Manjši kot je ta 
volumen, ožji vrhovi se izrišejo na kromatogramu (Carta in Jungbauer, 2010). 
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2.6.2 Ločljivost kolone 
Ločljivost kolone je merilo za kromatografsko ločevanje med dvema komponentama, ki je 
definirana z naslednjo enačbo (1): 





         … (1) 
B … snov, ki se močneje veže na kolono 
RS … ločljivost kolone 
tR.B … čas, pri katerem se spere komponenta B 
tR.A … čas, pri katerem se spere komponenta A 
WA … spodnja širina vrha komponente A 
WB … spodnja širina vrha komponente B 
Ko je RS enak 1, sta vrhova skoraj ločena, to pomeni, da sta vrhova simetrična in približno 
enaka po velikosti, medtem ko za popolno ločitev do bazne linije velja  RS = 1,5 (Ion 
exchange …, 2016). 
 
2.6.3 Selektivnost 
Pri določevanju ločljivosti kolone je bolj kot učinkovitost kolone pomemben faktor 
selektivnosti, ki predstavlja stopnjo ločevanja med posameznimi vrhovi. Selektivnost ni 
odvisna le od narave in števila funkcionalnih skupin na nosilcu, temveč tudi od pogojev 
poskusa (pH, ionska moč pufra) (Ion exchange …, 2016). 
Slika 5: Prikaz izračuna ločljivosti kolone (Carta in Jungbauer, 2010). 
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Dobro selektivnost lahko dosežemo z izborom pH-vrednosti, ki maksimizira razlike v 
celokupnem naboju komponent, ki jih želimo ločiti, ter uporabo ionskega izmenjevalca z 
nasprotnim nabojem, kot ga ima protein pri izbranem pH (Ion exchange …, 2016).  
 
2.6.4 Asimetrija 
Idealna oblika vrhov na kromatogramih je oblika Gaussove krivulje pri normalni 
porazdelitvi. Simetričnost vrhov pa ni vedno dosežena v praksi. V teoriji se Gaussovi krivulji 
približamo, če se izbran analit (snov, ki jo preučujemo) pri potovanju skozi kolono 
mnogokrat adsorbira in desorbira. Asimetrični vrhovi so lahko znak, da v sistemu prihaja do 
nekaterih neželenih interakcij (Miller, 2005).  
Asimetrijo vrhov lahko merimo z asimetričnem razmerjem (2) oziroma s faktorjem repičenja 
(ang. tailing factor): 
         As =
b
a
                … (2) 
a … razdalja med začetnim delom vrha in sredino vrha 
b … razdalja med končnim delom vrha in sredino vrha 
Simetrični vrh ima vrednost 1. Vrednosti nad 1 pomenijo podaljševanje vrhov oziroma 
repičenje (ang. tailing). Vrednosti pod 1 pomenijo bradičenje (ang. fronting) (Miller, 2005). 
 
Slika 6: Prikaz učinka selektivnosti in učinkovitosti na ločljivost kolone (Ion exchange …, 2016). 
Slika 7: Asimetrija se meri na 10 % višine kromatografskega vrha (System …, 2017). 
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2.6.5 Izbira kromatografskega nosilca 
2.6.5.1 Kapaciteta 
Kapaciteta je zelo pomembna lastnost ionsko izmenjevalnih nosilcev. Kapaciteta nosilcev 
IEX je kvantitativno merilo sposobnosti nosilca za vezavo protiionov (proteinov ali drugih 
nabitih molekul). Celokupna ionska kapaciteta predstavlja število nabitih funkcionalnih 
skupin na določeno količino medija. V praksi se bolj uporablja proteinska kapaciteta, ki 
podaja dejansko količino proteinov, ki se lahko vežejo na ionski izmenjevalec v določenih 
razmerah. Ločimo statično (SBC) in dinamično vezno kapaciteto (DBC). SBC je 
maksimalna količina proteina, ki se lahko veže v danih razmerah. DBC se meri v danih 
razmerah in predstavlja količino proteina, ki se veže pred prebojno krivuljo tega proteina 
(Ion exchange …, 2016). 
Obe kapaciteti sta odvisni od lastnosti proteina (velikost, pI), medija IEX (gostota in tip 
nabitih skupin) in eksperimentalnih razmer (pH, ionska moč pufra, pretok). Vezne kapacitete 
se razlikujejo glede na velikost biomolekul: nosilec z visoko gostoto majhnih por bo imel 
večjo vezno kapaciteto za manjše molekule. Kapaciteta je odvisna tudi od strukture 
stacionarne faze, ki določa dostopnost veznih mest za molekule (Ion exchange …, 2016). 
 
2.5.6.2 Velikost delcev 
Velikost delcev je pomemben faktor pri doseganju želene ločljivosti kolone. Manjši delci se 
porazdelijo enotnejše in tako omogočajo boljšo porazdelitev pretoka pufra skozi kolono. 
Razdalje za difuzijo so manjše in zato se vzorec enakomerneje porazdeli in skoncentrira v 
koloni, kar se odraža v dobri ločljivosti. Po drugi strani pa zmanjševanje delcev nosilca 
vpliva na višanje tlaka v koloni in posledično je potrebna uporaba manjših pretokov pri 
daljšem času spiranja. Zatorej je treba doseči kompromis med želenimi lastnostmi (hitrost 
ločevanja, ločljivost kolone, kapaciteta nosilca) in uporabo določenega nosilca (Ion 
exchange …, 2016). 
Nosilci z visoko ločljivostjo kolone se navadno uporabljajo v analitske namene na 
laboratorijski ravni in pri končni fazi čiščenja v preparativni kromatografiji. Zelo viskoznih 
vzorcev (celični lizati; vzorci, ki vsebujejo glicerol) tako ne moremo ločiti zaradi 
previsokega pritiska, ki lahko uniči sam nosilec (Ion …, 2017a). 
Večji delci dovoljujejo velike pretoke, vendar pa je zaradi tega ločljivost kolone manjša. 
Metoda, ki bo pri uporabi majhnih delcev dala posamezne, ostre vrhove, bo pri uporabi 
večjih delcev dala širše in manj definirane vrhove. Večji delci se največ uporabljajo na 
industrijski ravni in v primeru viskoznih medijev (npr. pri prvem koraku čiščenja proteinov 
iz brozge) (Ion …, 2017a). 
 
13 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  




Pretok nam pove, kako hitro potuje pufer skozi kolono. Pretok torej odloča, koliko časa bo 
protein lahko interagiral z nosilcem, kar imenujemo zadrževalni ali retencijski čas (ang. 
residence time) (Ion …, 2017a).  
Pretok vpliva tako na ločljivost kot na kapaciteto kolone. Daljši kot je retencijski čas, torej 
nižji kot je pretok, višja bo kapaciteta in v določenih mejah tudi ločljivost kolone. Ker je 
protein v času ločevanja na koloni podvržen določenim razmeram, na katere je lahko zelo 
občutljiv, je treba doseči kompromis med hitrostjo potovanja skozi kolono ter želeno 
ločljivostjo (Ion …, 2017a).  
Zgornjo mejo pretoka poleg izgube ločljivosti in kapacitete določa tudi sam nosilec. S 
povečevanjem pretoka se povečuje tudi pritisk na nosilec, in če je le-ta previsok, lahko 
nosilec zdrobi oziroma uniči (Ion …, 2017a). 
Neenakomeren pretok skozi kolono je lahko posledica pomanjkanja homogenosti v gostoti 
pakirnega materiala, večjih kanalov v sami koloni in ob stenah ter viskoznosti. Le-ta nastane 
kot posledica različne viskoznosti mobilne faze in vzorca pri toku skozi kolono. Po navadi 
je ta učinek močnejši pri nižjih pretokih in z bolj viskoznimi raztopinami (Carta in 
Jungbauer, 2010). 
 
2.5.6.4 Karakterizacija ionskih nosilcev prek prehodnih gradientov pH 
Sprememba v koncentraciji soli vodi do titracije skupin na stacionarnem nosilcu v koloni, to 
pa se opazi v t. i. prehodnem gradientu pH. Pri tem je pH-vrednost mobilne faze, ki prihaja 
v kolono, med celotnim postopkom konstantna. V določenem trenutku zamenjamo ionsko 
moč vhodne mobilne faze (preklopimo med dvema mobilnima fazama), kar povzroči 
titracijo skupin na nosilcu in posledično postopno spreminjanje pH-vrednosti (Lendero in 
sod., 2008).  
Vzrok prehodnih gradientov pH je izmenjava ionov H+ ali OH− (odvisno od vrste 
izmenjevalca) s površine izmenjevalca z ioni pufra. Pri anionskih izmenjevalcih se 
Slika 8: Anionski izmenjevalci imajo pozitivno nabito ionogeno skupino R+ in negativno nabit izmenjevalni 
ion (anion) OH- 
14 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
izmenjujejo hidroksidni ioni OH− z anioni v raztopini, ki posledično zvišajo pH raztopine. 
Pri šibkih anionskih izmenjevalcih je afiniteta do prostih OH− ionov v raztopini pufra večja 
kot do Cl− ionov, pri močnih pa ravno obratno (Lendero in sod., 2008).  
Kromatografske kolone, ki se uporabljajo za čiščenje bioloških zdravil, morajo biti dobro 
okarakterizirane pred in tudi med uporabo za zagotavljanje konstantne kvalitete očiščenih 
produktov. Karakterizacija ionskih nosilcev s prehodnimi gradienti pH je neinvazivna in 
hitra metoda, primerna za uporabo na industrijski ravni. Na trajanje in intenziteto prehodov 
pH vplivajo različni dejavniki (vrsta in moč ionskega izmenjevalca; gostota skupin na 
nosilcu; vrsta, pH-vrednost in koncentracija pufra; ionska moč pufra) (Lendero in sod., 
2008). Glede na dobljen profil prehodnega gradienta pH lahko hitro in enostavno določimo 
za katero vrsto nosilca IEX gre (Priloga A). 
Za karakterizacijo ionskih izmenjevalcev s prehodnim gradientom pH pravila niso tako 
stroga, lahko uporabimo pufre, ki imajo enak naboj kot nosilec (npr. pufer Tris-HCl za 
anionski izmenjevalec) ali pufre, ki imajo nasproten naboj kot nosilec (npr. fosfatni pufer za 
anionski izmenjevalec). Pufri z enakim nabojem kot nosilec so primerni za karakterizacijo 
aktivnih skupin na šibkih izmenjevalcih, medtem ko so prehodni gradienti pH v primeru 
močnih nosilcev lahko zelo oslabljeni. Za ojačitev zaznavanja ionskih skupin na močnem 
nosilcu se tako uporabljajo pufri, ki imajo nasproten naboj, saj pripomorejo k nastanku pH-
valov v koloni (Lendero in sod., 2008). 
 
2.7 POMEMBNE LASTNOSTI PROTEINOV ZA LOČEVANJE NA NOSILCIH IEX 
2.7.1 Naboj 
Osnovna gradbena enota proteinov so aminokisline. Stranske verige aminokislin so lahko 
nabite, polarne ali hidrofobne, kar določa biofizikalne lastnosti proteinov. Skupine z 
nabojem so kisline in baze z različno stopnjo disociacije. Te skupine določajo celokupni 
naboj proteina, ki je seštevek vseh nabojev pozitivno in negativno nabitih funkcionalnih 
skupin. V isti raztopini je zato lahko pri različnih pH-vrednostih protein različno nabit, kar 
se vidi kot titracijska krivulja (Carta in Jungbauer 2010). 
Proteini so amfoterne molekule, torej imajo hkrati tako pozitivno kot negativno nabite 
skupine. Spremembe stranskih verig aminokislin lahko bistveno prispevajo k naboju 
proteina. Pomembna primera sta glikozilacija s sialično kislino, ki se pojavi na N-
glikozilacijskih koncih v protitelesih ali eritropoetinu, in deamidacija asparaginskih in 
glutaminskih ostankov. Obe spremembi prispevata k bolj negativnemu naboju protiteles 
zaradi dodatnih kislinskih enot (Carta in Jungbauer, 2010).  
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2.7.2 Izoelektrična točka 
Naboj pri določenem pH doseže vrednost nič, kar imenujemo izoelektrična točka proteina 
(pI). Pri izoelektrični točki proteina je njegova struktura bolj hidrofobna in manj stabilna 
zaradi odsotnosti odbojnih sil med delci, zato se pri tem pH proteini lahko združujejo in 
oborijo. Vrednost izoelektričnih točk dobimo z odčitkom vrednosti pH, pri katerem je 
celokupni naboj (zeta-potencial) enak nič, na grafičnem prikazu odvisnosti zeta-potenciala 
od pH-vrednosti (Clogston, 2011). 
Razmerje med celokupnim nabojem proteina in pH-vrednostjo je unikatno za vsak specifičen 
protein, kar IEX-kromatografija s pridom izkorišča. Ločevanje temelji na reverzibilnih 
interakcijah nabitih molekul z nasprotno nabitim ionskim izmenjevalcem, ki se jih da 
kontrolirati tako, da se specifične molekule vežejo ali sperejo. V svoji pI protein ni nabit in 
takrat se spere z nosilca. Če imamo protein pri pH-vrednosti nad njegovo pI, bo njegov naboj 
negativen in se zaradi tega lahko veže na pozitivno nabit anionski nosilec. Nasprotno velja 
za protein, ki je raztopljen v pufru s pH-vrednostjo pod njegovo pI, kjer bo naboj pozitiven, 
in ga privlačijo negativno nabiti kationski izmenjevalci (Ion exchange …, 2016). 
Pomemben dejavnik pri čiščenju proteinov je njegovo pravilno zvitje in stabilnost. Izbira 
ustreznega nosilca je torej odvisna tudi od lastnosti proteina. Nekateri proteini so stabilni 
tako nad kot tudi pod svojo izoelektrično točko (pI). Take proteine lahko očistimo z obema 
izmenjevalcema. Če je protein stabilen le nad svojo pI, je za izolacijo ustrezen anionski 
izmenjevalec. Če je protein stabilen pod pI, je za izolacijo ustrezen kationski izmenjevalec 
(Anion …, 2017b). 
Slika 9: Teoretična titracijska krivulja proteina kaže, kako je celokupen naboj proteina odvisen od pH. V svoji 
pI je protein v nevtralni obliki, pod pI je protein nabit pozitivno, nad pI pa negativno. (Prirejeno po: Ion 
exchange …, 2016.) 
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2.7.3 Velikost  
Velikost molekul vpliva na njihovo difuzivnost. Na splošno so proteini od 10- do 100-krat 
manj difuzivni od majhnih molekul, zatorej je za uspešno ločevanje treba zagotoviti dovolj 
časa za prehod proteina skozi nosilec IEX (Carta in Jungbauer, 2010). Poleg počasne 
difuzivnosti je problem velikosti povezan s prekrivanjem nekaterih veznih mest na nosilcu, 
ki zato niso na voljo za vezavo s proteini. Mest je vedno manj od tistih za izmenjavo z ioni 
(Yamamoto, 2005). 
 
2.8 pH-VREDNOSTI IN PUFRI 
2.8.1 Osnove 
Splošna reakcija disociacije kislin se pogosto zapiše kot (3): 
          HA ⇌ H+ + A−                          … (3) 
HA … kislina 
H+ … protoni 
A− … konjugirana baza 
Kislo-bazični konjugirani pari se med seboj razlikujejo za proton in se pretvarjajo iz prvih v 
druge s prejemanjem ali oddajanjem protona (protoniranje – deprotoniranje). Kislina je 
lahko električno nabita, konjugirana baza pa električno nevtralna. V tem primeru se enačba 
lahko zapiše tudi kot (4): 
HA+ ⇌ H+ + A                … (4) 
Med kislino in njeno konjugirano bazo v raztopini obstaja ravnotežje, ki je opredeljeno z 




                … (5) 
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Ka … ravnotežna konstanta kisline ali konstanta disociacije kisline, (enaka je pomnožku 
koncentracij produktov, deljenih s koncentracijo reaktantov) 
Razpon vrednosti Ka obsega več velikostnih redov, zato se večkrat uporablja konstanta pKa 
(6): 
pKa = −log10 Ka               … (6) 
p … negativni desetiški logaritem −log10 
Močnejše kisline imajo visoke vrednosti Ka in manjše pKa kot šibke kisline. pKa pomaga pri 
napovedovanju, kako se bo določena molekula obnašala pri specifični pH-vrednosti. pKa 
torej pove, kolikšen pH je potreben, da bo kemijska spojina oddala ali sprejela proton.  
pH-vrednost je merilo za koncentracijo vodikovih ionov (protonov) v raztopini in s tem 
posredno za njeno kislost oziroma bazičnost. pH-vrednost je definirana z naslednjo enačbo 
(7): 
pH = −log10[H3O
+]               … (7) 
[H3O
+] … molarna koncentracija oksonijevih ionov (pogosto se zapiše kot koncentracija 
protonov [H+]) 
Vrednosti pH in pKa sta povezani s Henderson-Hasselbalchovo enačbo (8): 
pH = pKa +  log
[A−]
[HA]
               … (8) 
Nižja kot je pH-vrednost, višja je koncentracija protonov [H+]. Nižja kot je pKa vrednost, 
močnejša je kislina in večja je njena sposobnost, da donira protone.  
Celokupni naboj proteina je odvisen od števila ioniziranih aminokislinskih ostankov in 
njihovih pKa-vrednosti. Protonacija teh ostankov se spreminja s pH po naslednjih enačbah 








              … (10) 
R … aminokislinski ostanki 








= pH − pKa             … (12) 
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Enačbe kažejo na to, da so kislinski ostanki popolnoma deprotonirani in torej negativno 
nabiti pri pH-vrednostih, ki so 2 enoti višje od njihove pKa. Na drugi strani so bazične 
aminokisline popolnoma protonirane in torej pozitivno nabite pri pH vrednostih, ki so 2 enoti 
pod njihovo pKa (Carta in Jungbauer, 2010). 
 
2.8.2 Pufri 
Pufri so vodne raztopine, ki vsebujejo šibko kislino HA (ali bazo B) in njeno konjugirano 
bazo A− (ali njeno konjugirano kislino BH+). pH-vrednost takih raztopin se le malo 
spremeni, če ji dodamo majhno količino močne kisline oziroma baze. Ohranjanje 
konstantnega pH ima velik pomen zlasti v bioloških sistemih (npr. ohranjanje pH krvi) 
(Carta in Jungbauer, 2010). 
V pufrskem območju se pH-vrednost spreminja razmeroma počasi:  
pH = pKa ± 1. Koncentracija protonov se zmanjšuje manj kot pričakovano, saj se večina H+ 
ionov porabi v reakciji (13): 
OH− + HA ⇌ H2O + A
−             … (13) 
Le malo protonov se porabi v reakciji nevtralizacije, zaradi katere se pH vrednost zviša (14): 
OH− + H+ ⇌ H2O             … (14) 
Ko je večina kisline deprotonirana (> 95 %), pH-vrednost začne hitro naraščati, saj se večina 
dodanih ionov OH−ionov porabi v reakciji nevtralizacije.  
 
Disociacija pufra tris-HCl v vodi: 
(HOCH2)3CNH2 + H2O ⇌ (HOCH2)3CNH3
+ + OH−         … (15) 
(HOCH2)3CNH3
+ + H2O ⇌ (HOCH2)3CNH2 + H3O
+        … (16) 
Disociacija fosfatnega pufra v vodi: 
H3PO4 + H2O ⇌ H2PO4
− + H3O
+            … (17) 
H2PO4
− + H2O ⇌ HPO4
2− + H3O
+           … (18) 
HPO4
2− + H2O ⇌ PO4
3− + H3O
+           … (19) 
Pufrska kapaciteta β je kvantitativno merilo za dodano količino kisline oziroma baze, ki jo 
moramo dodati raztopini pufra, da se pH-vrednost spremeni za eno enoto in doseže 
maksimum, ko je pH = pKa. Takrat je [HA] = [A−]. Pufrska kapaciteta se viša z večanjem 
koncentracije pufrskih zvrsti v raztopini. Izračuna se po naslednji enačbi (15): 
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              … (20) 
∆B … dodatek močne baze (ali močne kisline) 
∆pH … sprememba pH 
Mobilne faze, ki jih uporabljamo v ionski kromatografiji, so različni pufri. pH-vrednost 
takega pufra naj bi bila v območju pKa ± 1 zaradi pufrske kapacitete. Pri izbiri pufra je tako 
dobro vzeti takega, ki ima pKa čim bliže želeni vrednosti pH, saj se s tem preprečuje 
morebitne ekstremne spremembe v pH, ki lahko nastopijo med samo analizo (Lendero in 
sod., 2008). V primeru dela s proteini so izbira pufra, njegov pH in ionska moč odvisni od 
vrste izbranega proteina.  
Sestava nalagalnega pufra in pufra za spiranje je zelo pomemben parameter pri ionsko 
izmenjevalni kromatografiji. Če pufer vsebuje napačen protiion, ta lahko prepreči vezavo 
tarčnega proteina na kolono. Priporočljivo je, da ima izbrani pufer ione, ki so udeleženi v 
kislinsko-bazičnem ravnovesju, enako nabite kot ionske skupine na nosilcu, saj s tem 
preprečimo njihovo sodelovanje pri ionski izmenjavi, ki bi lahko spremenile pH mobilne 
faze pri prehodu skozi ionsko izmenjevalni nosilec. Obstajajo pa tudi izjeme, kot je fosfatni 
pufer, ki ga v literaturi povezujejo z uporabo anionskih izmenjevalcev (Ion …, 2017a).  
 
Preglednica 2: Splošni napotki pri izbiri ustreznega pufra za določen poskus (Lendero in sod., 2008) 
Napotek Razlog 
Ioni pufra naj bi imeli enak 
naboj kot ionski nosilec.  
Če se ioni pufra vežejo na nosilec, lahko vplivajo na gradient pH 
in povzročajo motnje v spremembi pH pri izpiranju. Vezava lahko 
povzroči zmanjšano ionsko kapaciteto nosilca do tarčne molekule. 
pKa pufra naj bi bila znotraj 
0,6 enote delovnega pH. 
Zagotovitev ustrezne pufrske kapacitete 
Za čiščenje biomolekul mora 
biti pufer biozdružljiv.  
Zagotovitev ustrezne kakovosti biomolekul 
 
2.9 LOČEVANJE PROTEINOV Z VEČANJEM IONSKE MOČI ALI 
SPREMINJANJEM pH-VREDNOSTI VSTOPNE MOBILNE FAZE 
Da bi sprali vezan protein s kolone, je treba spremeniti razmere. Najbolj pogosto se proteine 
spira z večanjem ionske moči vhodne mobilne faze (spiranje s soljo), občasno pa se uporablja 
tudi spiranje s spreminjanjem pH-vrednosti vstopnega pufra (Ion exchange …, 2016). 
pH-vrednost in ionska moč začetnega pufra morata biti izbrana tako, da se bo tarčni vzorec 
lahko vezal na nosilec. Tarčni protein se veže in koncentrira v koloni, dokler se ne zasedejo 
vsa vezalna mesta. Nenabiti proteini ali tisti z istim nabojem kot nosilec, ne reagirajo z 
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nosilcem in se s kolone sperejo s hitrostjo pretoka pufra skozi kolono (Ion exchange …, 
2016). 
 
2.9.1 Spiranje s soljo 
Z večanjem ionske moči pufra ioni soli (navadno Cl−in Na+) začnejo tekmovati s proteinom 
za vezna mesta na nosilcu. Proteini, ki nimajo več mesta, kamor bi se lahko vezali, se sperejo 
s kolone. Proteini z najmanjšim celokupnim nabojem se najšibkeje vežejo na nosilec in se 
ob povečevanju soli v pufru najhitreje sperejo s kolone, medtem ko se proteini z visoko 
afiniteto do nosilca sperejo zadnji. Močnejša kot je vezava, višja koncentracija soli je 
potrebna za spiranje proteina. Z uravnavanjem ionske moči mobilne faze in uporabo 
gradientov se proteine dá skoncentrirati in dobro ločiti (Ion exchange …, 2016). 
Po spiranju je treba nosilec sprati s pufrom z visoko ionsko močjo, da se odstranijo vse še 
vezane molekule, da zagotovimo popolno ionsko kapaciteto nosilca za nadaljnje poskuse, in 
ga nato ponovno uravnotežiti z začetnim pufrom (Ion exchange …, 2016). 
Za učinkovito ločevanje tarčna snov z nosilcem v koloni ne sme interagirati premočno. 
Ločevanje je navadno boljše z uporabo položnih gradientov soli, saj postopno naraščanje 
koncentracije soli v mobilni fazi služi za desorpcijo proteina s površine nosilcev, preden bi 
se lahko pojavila nereverzibilna vezava (Hancock in Sparrow, 1984). 
Najpogostejše ločevanje z nosilci IEX se nanaša na spiranje proteinov z večanjem ionske 
moči vhodne mobilne faze, z uporabo linearnih ali koračnih gradientov. Linearni gradienti 
se uporabljajo v primeru neznanega vzorca in ločevanja z visoko ločljivostjo kolone. Koračni 
gradient se uporablja v primeru koncentriranja tarčnega proteina, za odstranjevanje nečistoč 
in pri skrajševanju ločevalnih časov in s tem manjši porabi pufrov (Ion exchange …, 2016). 
 
2.9.2 Spiranje s pH 
Spiranje proteinov s kolone z uporabo prehoda pH se uporablja kot alternativa soli. Prehod 
pH izberemo na podlagi pI tarčnega proteina. V pufru s pH-vrednostjo, višjo od pI proteina, 
bo imel protein negativen celokupen naboj.  Za ločevanje takšnega proteina je smiselna 
uporaba anionskega (pozitivno nabitega) nosilca, saj se protein dobro veže na kolono, hitro 
pa se znebimo pozitivno nabitih nečistoč. Nasprotno bo imel protein v pufru s  
pH-vrednostjo, nižjo od svoje pI, pozitiven naboj, zato za vezavo na kolono potrebujemo 
kationski (negativno nabit) nosilec. V primeru anionskih nosilcev uporabljamo padajoči 
gradient pH, medtem ko se za spiranje s kationskih nosilcev uporablja naraščajoči gradient 
pH (Ion …, 2017a). 
Pravilo, ki ga velja upoštevati pri izbiri pH-vrednosti izbranega pufrskega sistema za določen 
ionski nosilec, je, da za anionske nosilce izberemo pH, ki je 0,5−1,5 enote višji od pI tarčnega 
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proteina, za kationske nosilce pa je primeren pH, ki je 0,5−1,5 enote nižji od pI tarčnega 
proteina (Anion …, 2017b). 
Tako kot solni gradient je tudi gradient pH po navadi narejen z mešanjem primernih pufrov 
v določenih časovnih razmikih pred vstopom v kolono. Ustvarjanje ponavljajočega in 
točnega linearnega gradienta pH je zelo težavna naloga, zato se v praksi uporablja koračna 
sprememba v pH-vrednosti vhodnega pufra. Spiranje s pH se lahko uporabi za natančnejše 
spiranje od solnega gradienta. S spreminjanjem pH izpiralnega pufra se lahko spremeni tudi 
ločljivost ločevanja (Ion …, 2017a). 
Prehode pH lahko alternativno ustvarimo znotraj kolone kot rezultat interakcij med pufrom 
in stacionarno fazo. V tem primeru se prehod pH ustvari s koračno motnjo v  
pH-vrednosti vhodne mobilne faze in se širi po koloni počasneje kot sama mobilna faza 
(Vetter in sod., 2015). 
pH-valove lahko ustvarimo z amfoliti, to so pufri, ki se vežejo na močni ionski nosilec in 
delujejo kot imobilizirani pufri. Lahko pa pH-valove naredimo z uporabo pufrov, ki ne 
reagirajo z nosilcem, in hkratno uporabo šibkih ionskih izmenjevalcev, ki zagotavljajo 
pufrsko kapaciteto, potrebno za generiranje prehoda pH, in vezavna mesta za zadrževanje 
proteinov na koloni (Vetter in sod., 2015). 
Obe strategiji sta se izkazali za učinkoviti, vendar obstaja še veliko slabosti. Napovedovanje 
ločevalne učinkovitosti je težko, saj se naboj amfolitov ali šibkih ionskih izmenjevalcev in 
naboj proteina spreminja vzdolž gradienta pH. Z uporabo šibkega ionskega izmenjevalca in 
pufrov, ki ne reagirajo z nosilcem, se lahko zgodi, da postane naboj nosilca v ekstremnih 
pH, ki se pojavijo v gradientu pH, tako majhen da se pojavijo neželene hidrofobne 
interakcije. Zelo veliko težavo predstavljajo tudi funkcionalne skupine nosilcev, ki so 
namenjene tako ustvarjanju gradienta pH kot vezavi proteina, kar povzroča medsebojno 
tekmovanje proteina in protiionov za vezavo na istih mestih in posledično popačenje 
gradienta pH pri visoki koncentraciji naloženega proteina (Vetter in sod., 2015). 
Rešitev teh težav so mešane kolone, sestavljene iz močnih in šibkih ionskih nosilcev. Močni 
ionski nosilci z velikimi porami služijo za vezavo proteina, medtem ko imajo šibki ionski 
izmenjevalci premajhne pore za interakcije s proteini, a dovolj velike za prepuščanje 
protiionov iz pufra za ustvarjanje prehoda pH. S to metodo učinkovito ločimo sicer 
tekmujoča si procesa v koloni, kar omogoča fleksibilnost in boljše napovedovanje ločevanja 
s prehodom pH (Vetter in sod., 2015). 
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Slika 11: Shematski prikaz ločevanja proteinov v mešani koloni z anionskim izmenjevalcem in induciranim 
prehodom pH. Koračna sprememba v pH vhodne mobilne faze povzroči izmenjavo ionov na šibkem nosilcu, 
kar se odraža v položnem prehodu pH. Močni nosilec zagotavlja vezna mesta za proteine (Vetter in sod., 
2014a). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 3: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Tehtnica, analitska XA 60/220/X RADWAG, Poljska 
Tehtnica, precizna KERN, Nemčija 
pH meter AD8000 Adwa, Madžarska 
Magnetno mešalo uniSTIRRER 3 LLG, Nemčija 
Avtomatske pipete Research plus različnih velikosti Eppendorf, Nemčija 
Sonikator LABSONIC 2000 B.BRAUN, Nemčija 
Vrtinčnik GENIUS 3 IKA, Nemčija 
Hladilnik (4 °C) LIEBHERR MEDline, Švica 
Hladilnik (4 °C) Kirsch, Nemčija 
Ledomat flake line Wessamat, Nemčija 
Zamrzovalnik ULTRA LOW (-80 °C) SANYO, Japonska 
Vakuumska črpalka  ISOLAB, Nemčija 
Kromatografski sistem ÄKTAexplorer GE Healthcare, Švedska 
Detektorji: pH/C-900, UV-900, P-900 Amersham pharmacia biotech, Švedska 
Črpalke Takosaga, Kitajska 
Mešalna komora GE Healthcare, Švedska 
Črpalka za injiciranje P-960 GE Healthcare, Švedska 
Zanke: 100 µl, 500 µl GE Healthcare, Švedska 
Programska oprema Unicorn 5.3.1 GE Healthcare, Švedska 
Kromatografska kolona TricornTM 5/50 GE Healthcare, Švedska 
Kromatografska kolona TricornTM 10/100 GE Healthcare, Švedska 
Laboratorijsko stojalo Fisher Scientific, Velika Britanija 
Prilagodljivo držalo Fisher Scientific, Velika Britanija 
Kljunasto merilo Meba, Slovenija 
Aparatura za elektroforezo  BIO-RAD, ZDA 
Centrifuga MiniSpin Eppendorf, Nemčija 
Digestorij Secuflow Waldner, Nemčija 
Komora za fotografiranje gelov MiniBis Pro MiniBis, Izrael 
Svetlobni mikroskop Axio Imager Z2m Zeiss, ZDA 
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3.1.2 Splošni laboratorijski material 
Preglednica 4: Splošni laboratorijski material 
Splošni laboratorijski material Proizvajalec 
Čaše različnih velikosti Ilmabor, Nemčija 
Filtrski papir Macherey-Nagel, Nemčija 
Nuča ISOLAB, Nemčija 
Nastavek za filter ISOLAB, Nemčija 
Magnetna palica ISOLAB, Nemčija 
Magneti ISOLAB, Nemčija 
Steklene penicilinke (10 ml, 20 ml) ter pokrovčki Karl Hecht GmbH & Co KG, Nemčija 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Centrifugirke (1,5 ml) ISOLAB, Nemčija 
Falkonke (15 in 50 ml) Greiner CELLSTAR, Nemčija 
Reagenčne steklenice 0,5 l in 1 l Schott Duran, Nemčija 
Merilne bučke ISOLAB, Nemčija 
Brizge Henke-Sass, Wolf GmbH, Nemčija 
Igle (0,8 x 50 mm) Tik d. o. o., Slovenija 
Filtri z nastavkom za brizgo 0,22 µm Macherey-Nagel, GmbH & Co KG, Nemčija 
Pipetni nastavki  Ratiolab, Nemčija 
Parafilm  Bemis, ZDA 
Merilne ladjice ISOLAB, Nemčija 
Merilni valji različnih velikosti LMS, Nemčija 
Aluminijasta folija Tuš, Slovenija 
Rokavice Kimtech, Kimberly-Clark Professional, ZDA 
Brusni papir Merkur, Slovenija 
Plastične vrečke z zapiranjem zip  Tuš, Slovenija 
Mikrovalovna pečica Daewoo, Velika Britanija 
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Preglednica 5: Kemikalije 
Kemikalija Proizvajalec 
TRIS; (hidroksimetil)aminometan; H2NC(CH2OH)3 Merck, Nemčija 
Kalijev dihidrogenfosfat; KH2PO4 Sigma Aldrich, ZDA 
Natrijev klorid; NaCl Honeywell FLUKA, Nemčija 
Klorovodikova kislina 37 %; HCl Sigma Aldrich, ZDA 
Natrijev hidroksid; NaOH Sigma Aldrich, ZDA 
Ocetna kislina > 99 %; CH3COOH Sigma Aldrich, ZDA 
Etanol 96 % Sigma Aldrich, ZDA 
Standardne reagenčne raztopine (za umerjanje pH) Adwa, Madžarska 
Aceton > 99 % Sigma Aldrich, ZDA 
Destilirana voda dH2O FKKT, Slovenija 
Akrilamid - bisakrilamid Sigma-Aldrich, ZDA 
APS Sigma, ZDA 
SDS (natrijev dodecil sulfat) Sigma-Aldrich, ZDA 
TEMED Sigma, ZDA 
Bromfenol modro Seelze, Nemčija 
Glicerol Sigma-Aldrich, ZDA 
Propan-2-ol Sigma-Aldrich, ZDA 
Proteinska lestvica (Expedeon Two-Color SDSTM 
Marker) 
Termo Fischer Scientific, ZDA 
Glicin  Sigma Aldrich, ZDA 
Metanol  Sigma Aldrich, ZDA 
Coomassie Sigma Aldrich, ZDA 
 
3.1.4 Ionsko – izmenjevalni kromatografski nosilci 
Testirali smo tri različne anionske kromatografske nosilce, ki smo jih polnili v kolone 
TricornTM (GE Healthcare, Švedska) različnih velikosti. Opis posameznih nosilcev je 
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TMAE Hicap (M) 
Močni  Sintetični 
metakrilat 
Kvartarni amini 40 – 90  Merck, 
Nemčija 
 
3.1.5 Kromatografske kolone 
Za polnitev matriksov smo uporabili kolone TricornTM velikosti 5/50 (notranji premer 5 mm 
in višina kolone 50 mm) ter 10/100 (notranji premer 10 mm in višina kolone 100 mm). S 
kolonami je lahko rokovati, prenesejo visok tlak (do 100 barov) in so primerne za ločevanje 
tako na preparativni kot analitski ravni (Tricorn …, 2017b). 
 
3.1.6 Biološki material 
3.1.6.1 Protitelesa 
Za testiranje funkcionalnosti in ločevalne učinkovitosti narejenih mešanih kromatografskih 
nosilcev smo uporabili monoklonska protitelesa, ki smo jih pridobili iz Leka, farmacevtske 
družbe d. d. (Mengeš, Slovenija). Dobljena mAb so bila predhodno očiščena s 
kromatografijo s proteinom A in virusno inaktivirana. Začetna koncentracija mAb je bila 
27,33 mg proteina na ml medija s pH=6. Izoelektrična točka mAb je bila 8,3–8,5.  
 
3.1.6.2 Goveji serumski albumin 
Za karakterizacijo napolnjenih kolon smo uporabili raztopino govejega serumskega 
albumina BSA Biochemika > 92 % (Fluka, Sigma Aldrich, Švica) v različnih koncentracijah. 
Protein je bil shranjen v liofilizirani obliki v hladilniku pri 4 °C. 
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3.2.1 Priprava pufrov 
Pri delu smo uporabljali pufer tris-HCl in fosfatni pufer z različno molarno koncentracijo 
kemikalij, z različno pH-vrednostjo in z različno ionsko močjo. 
Vezne mobilne faze (pufri A): 
- Tris-HCl: 20 mM in 50 mM, pH 9 
- Fosfatni pufer: 10 mM in 20 mM, pH 8 in 6,8 
Nevezne mobilne faze (pufri B): 
- Tris-HCl: 20 mM in 50 mM, pH 7 
- Tris-HCl: 20 mM, pH 9 z dodatkom 1 M NaCl 
- Fosfatni pufer: 0,5 M, pH 8 in 6,8 
- Fosfatni pufer: 10 mM, pH 3 
Priprava pufrov je potekala tako, da smo v čašo natehtali ustrezno maso določenega pufra in 
ga z magnetnim mešalom raztopili v približno 800 ml destilirane vode. Raztopino pufra smo 
uravnali na želen pH z 1 M HCl oziroma z 1 M NaOH. Raztopino smo nato prelili v merilno 
bučko in dolili dH2O do značke 1000 ml. Pufre smo filtrirali z vakuumsko črpalko skozi 0,45 
µm filter. Na koncu smo preverili pH pufra in ga po potrebi dodatno uravnali. 
Pri pufrih z dodatkom soli NaCl je bil postopek priprave enak zgornjem opisu, le da smo v 
čašo dodatno natehtali točno maso soli. Za izračun točne mase smo uporabili enačbo (21): 
m = c × V × M              … (21) 
m … masa želene kemikalije 
c … koncentracija želene raztopine 
V … volumen želene raztopine 
M … molska masa želene kemikalije 
 
3.2.1.1 Umeritev pH-metrov 
Elektrodi pH-metrov AD8000 in pH-900 smo tedensko kalibrirali v dveh točkah z uporabo 
standardnih pufrskih raztopin, s tretjim pufrom pa smo preverjali točnost naprav. 
Spremljanje naklona umeritvene premice in odmika le-te od idealne elektrode nam je 
pokazalo napako samega instrumenta, ki smo jo upoštevali pri izrisovanju grafov s prehodi 
pH. 
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3.2.3 Priprava vzorcev za HPLC 
3.2.3.1 Priprava raztopin BSA 
Protein smo natehtali v majhno penicilinko, ga raztopili v veznem pufru in filtrirali raztopino 
skozi 0,22-µm filter.   
Koncentracija BSA se je glede na zahteve posameznega poskusa razlikovala. Maso BSA 
smo preračunali po spodnji enačbi (22): 
 γ (BSA) =
m (BSA)
V (veznega pufra)
                       … (22) 
γ … masna koncentracija BSA 
m … masa BSA, ki jo je bilo treba natehtati 
V … volumen veznega pufra, v katerem smo raztopili BSA 
 
3.2.3.2 Priprava raztopin mAb 
Raztopine mAb smo pripravili tako, da smo redčili izvorno raztopino mAb v veznem pufru 
(20mM tris-HCl, pH 9) v razmerju, izračunanem na podlagi enačbe (23): 
γ1 ×  V1 = γ2 ×  V2              ... (23) 
γ1 … masna koncentracija raztopine 1  
V1 … volumen raztopine 1 
γ2 … masna koncentracija raztopine 2  
V2 … volumen raztopine 2 
 
3.2.4 HPLC-sistem 
Pri delu smo uporabljali HPLC-sistem z dvema črpalkama, injektorjem in tremi detektorji. 
HPLC-sistem je bil povezan z računalnikom prek vmesnika, samo vodenje pa je potekalo s 
programom Unicorn, verzija 5.3.1. Kolona je bila vezana za injektorjem in pred detektorji. 
Vezava detektorjev je potekala po naslednjem vrstnem redu: spektrofotometer, merilnik 
prevodnosti, pretočni pH-meter.  
Na črpalko A smo vedno priključili vezni/pakirni pufer, medtem ko je skozi črpalko B tekel 
pufer z visoko ionsko močjo ali nižjim pH. Pred vsako uporabo HPLC-sistema smo le-tega 
spirali z ustreznimi pufri toliko časa, da se je signal na računalniku ustalil, nato pa smo začeli 
sam poskus. Po koncu vsakega delovnega dne smo sistem sprali z destilirano vodo, toliko, 
da je bila prevodnost pod vrednostjo 0,5 mS cm-1. Po potrebi oziroma enkrat tedensko smo 
sistem temeljito očistili. Čiščenje je potekalo tako, da smo v sistem 10 minut prečrpavali 1 
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M NaOH pri pretoku 5 ml min-1 in jo nato tam pustili pol ure. Sledilo je 10 minutno spiranje 
z dH2O pri pretoku do 10 ml min
-1. 
 
3.2.5 Pakiranje kolon 
Sestavljanje in polnjenje kolon je potekalo v skladu z navodili proizvajalcev (GE Healthcare; 
Merck in Bio-Rad). 
 
3.2.5.1 Priprava kromatografskega nosilca 
Glede na želeno višino sloja in tip kolone smo preračunali volumen kromatografskega 







           … (24) 
π … število pi 
r … notranji premer kolone 
h … želena višina kromatografskega nosilca 
CF … faktor stisljivosti (odvisen od kromatografskega nosilca; navadno 1,1–1,3) 
CV … volumska koncentracija suspenzije kromatografskega nosilca 
Preden smo začeli polniti kolone, je bilo treba nosilec oddekantirati, da smo se znebili finih 
delcev nosilca, ki lahko tvorijo tlak na koloni, in da smo zamenjali raztopino s pakirno 
raztopino. Če je bil nosilec prvotno v suhi obliki, smo ga zmešali s pakirno raztopino v 
želenem razmerju za pakiranje. 
Volumen suspenzije smo zlili v čašo, ki je bila volumsko vsaj dvakrat večja od volumna 
suspenzije. Dolili smo raztopino za pakiranje (vsaj 1 : 1 glede na volumen suspenzije) in 
nežno premešali. Počakali smo, da se je nosilec posedel, in nato odpipetirali raztopino nad 
nosilcem. Zopet smo dolili pakirno raztopino, nežno premešali in počakali, da se je nosilec 
posedel. To smo ponovili vsaj trikrat. 
Za vizualni pregled posameznih nosilcev smo jih v zelo majhni količini nanesli na objektno 
stekelce ter jih preučili pod svetlobnim mikroskopom pri različni povečavi (50x, 100x, 
200x). Slike smo zajeli s programom Axio Vision 4.8.2. 
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3.2.5.2 Priprava ohišja in polnjenje  
Sestavili smo spodnji del ohišja in kolono navpično pritrdili na laboratorijsko stojalo. Filtre 
smo odzračili s pakirno raztopino.  
Suspenzijo kromatografskega nosilca je bilo treba tik pred polnjenjem dobro premešati, 
zlasti je to pomembno pri mešanih kolonah, da se zagotovi čim homogenejšo porazdelitev 
delcev. Dobro homogenizirano suspenzijo nosilca smo skrbno nalili v kolono v enem 
koraku. V primeru zračnih mehurčkov smo suspenzijo v na pol odprti kolono dodatno 
premešali z iglo.  
Če suspenzija ni segala do vrha kolone, smo po kapljicah dodali pakirni pufer. Na vrhu 
kolone smo dodali zgornji filter. Adapter smo priključili na sistem in ga s pretokom  
1 ml min-1 previdno privili na zgornji del kolone tako, da v koloni ni bilo nobenih zračnih 
mehurčkov. Takoj ko smo adapter privili, smo odstranili zapiralni vtič s spodnjega dela 
kolone in podstavili čašo za odpad. Nato smo na spodnji del kolone namestili cevko, ki vodi 
nazaj v kromatografski sistem. Pretok smo povečali na pretok, ki je priporočen za pakiranje 
posameznih nosilcev (Preglednica 7) in spremljali naraščajoč tlak v koloni. Če je le-ta 
dosegel zgornjo mejo obstojnosti nosilca oziroma kolone, smo pretok zmanjšali.  
Ko se nosilec ni več posedal in se je torej višina polnila ustalila, smo pretok močno zmanjšali 
(0,2 ml min-1) in adapter privili tik nad višino nosilca ter ga pričvrstili s »ključavnico« (ang. 
Slika 12: Sestavni deli prazne kolone TricornTM (Tricorn …, 2006). 
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adapter lock), da je ostal na mestu. S kljunastim merilom smo natančno odčitali dejansko 
višino spakirane kolone in izračunali volumen spakiranega nosilca. 
Preglednica 7: Pomembne značilnosti kromatografskih nosilcev pri polnjenju v kolone (Bio-Rad …, 2000 in 









AG® 4-x4 / 1–3 < 9 
Bio-RexTM 5 
Resin 
/ 1–3 < 9 
Fractogel® EMD 
TMAE Hicap (M) 
8 / 2–12 
   
3.2.5.3 Priprava mešanih kolon 
Fractogel® EMD TMAE Hicap (M), močni anionski izmenjevalec, se je prvotno nahajal v 
raztopini iz 20-% etanola in 150-mM NaCl. Oba šibka izmenjevalca sta bila prvotno v suhi 
obliki. Močni nosilec smo oddekantirali kot že opisano zgoraj. Na koncu smo raztopino nad 
posedlim nosilcem previdno odpipetirali in natehtali določeno maso, pri čemer smo 
upoštevali, da je bila dejanska masa nosilca 70 % (po napotkih proizvajalca). Dobljeno maso 
smo nato uporabili pri izračunu za dodatek šibkega nosilca. Razmerje mas je bilo 2 : 1 v prid 
močnemu izmenjevalcu. Preračunano maso šibkega nosilca smo nato natehtali neposredno 
v čašo z močnim nosilcem ter dodali zadostno količino pakirne raztopine. Raztopino smo 
dobro premešali ter ponovno oddekantirali, nato pa napolnili kolone. 
 
3.2.5.4 Priprava napolnjenih kolon za posamezne poskuse 
Pred začetkom dela smo HPLC-sistem vedno sprali z ustreznimi pufri in nastavili alarmno 
mejo za tlak. Navpično postavljeno kolono smo kapljično povezali s sistemom. Pred vsakim 
poskusom je bilo treba kolono uravnotežiti s pufrom A in pufrom B do konstantne vrednosti, 
se vrniti na začetni pufer A in šele nato izvesti določeno metodo s HPLC-sistemom. 
 
3.2.5.5 Shranjevanje 
Po vsakem sklopu poskusov smo uporabljeno kolono dobro sprali z destilirano vodo (do 
konstantne vrednosti signalov na računalniku). V primeru uporabe bioloških vzorcev smo 
kolono najprej dobro sprali s pufrom z visoko ionsko močjo in šele nato z destilirano vodo. 
V primeru daljšega mirovanja kolone smo kolono sprali z 20-% etanolom in kolono shranili 
na laboratorijsko stojalo v navpični poziciji.  
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3.2.6 Karakterizacija kolon 
3.2.6.1 Testiranje ustrezne napolnitve kolon 
Za testiranje ustrezno napolnjenih kolon se uporablja metoda s pulzno motnjo s snovjo, ki 
ne reagira s kolono. V našem primeru smo kot snov uporabili vodno raztopino 1 % acetona, 
pufer z visoko ionsko močjo (1 M NaCl) ter 1 mg/ml BSA, raztopljen v neveznem pufru.  
Izbrano snov smo z brizgo injicirali v HPLC-sistem prek 100 µl zanke. Kolona je bila prej 
uravnotežena z 20-mM pufrom tris-HCl, pH 9,0. Pretok je bil pri vseh kolonah 2 ml min-1. 
Injiciranje vzorcev smo izvedli trikrat ter ob injiciranju acetona ali proteina v programu 
Unicorn spremljali absorbanco pri valovni dolžini 280 nm. Pri 1-M NaCl smo spremljali 
signal prevodnosti. Po zaključku metode smo rezultate ovrednotili s programom Unicorn.  
 
3.2.6.2 Določanje dinamične vezne kapacitete s proteinom BSA 
Dinamično vezno kapaciteto ionskih izmenjevalcev smo določili z metodo prebojne krivulje. 
Kolone smo najprej sprali z močnim ionskim pufrom (20-mM tris-HCl z 1-M NaCl), nato 
pa še s šibkim ionskim pufrom (20-mM tris-HCl). pH obeh pufrov je bil 9,0.  
Prek črpalke SamplePump smo skozi izbrano kolono injicirali določen volumen raztopine 
BSA v veznem pufru z znano koncentracijo oziroma do dosega prebojne krivulje in nato 
protein spirali z menjavo pufra z veliko ionsko močjo. Postopek smo ponovili, le da smo 
tokrat injicirali raztopino BSA v neveznem pufru. 




            … (25) 
Aspiranja  … površina spranega BSA po nalaganju do nasičenja/površina med prebojnima 
krivuljama 
Ainjiciranja … površina injiciranega BSA znane koncentracije v neveznih razmerah 
Vkolone  … volumen kolone 
mBSA  … masa BSA (mg), izračunana po enačbi (26): 
mBSA = cBSA × Vinjiciranja            … (26) 
cBSA  … koncentracija vbrizgane raztopine BSA 
Vzanke  … volumen injiciranega BSA 
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3.2.7 Merjenje prehodov pH 
3.2.7.1 Prehodi pH s spremembo pH 
Razmere merjenja: 
- Tris-HCl pufer: pufer A: c=20-mM ali 50-mM, pH 9,0 
  pufer B: c=20-mM ali 50-mM, pH 7,0 
 
- Fosfatni pufer: pufer A: c=10-mM, pH 8,0 ali pH 6,8 
 pufer B: c=10-mM, pH 6,8 ali pH 3,0 
Meritve pH smo izvajali s pretočnim pH-metrom pH-900 na kromatografskem sistemu pri 
sobni T (22–23 °C). Glede na naravo nosilca so bili pretoki skozi kolone različni, toda 
konstantni znotraj enega poskusa. 
Metoda prehoda pufrov iz A v B: predhodno v 100-% A; stopničasta motnja v 100-% B, 
dokler se pH ni ustalil. 
Z izrisovanjem grafov v programu Excel 2013 smo proučevali trajanje in naklon 
induciranega prehoda pH.  
 
3.2.7.2 Prehodi pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze 
Razmere merjenja: 
- Pufer z nizko ionsko močjo (pufer A): 20-mM tris-HCl, pH 9,0;  
10-mM ali 20-mM fosfatni pufer, pH 8 ali 6,8 
 
- Pufer z visoko ionsko močjo (pufer B): 20-mM tris-HCl, pH 9,0 z 1 M NaCl 
0,5-M fosfatni pufer, pH 8 ali 6,8 
Meritve pH smo izvajali s pretočnim pH-metrom pH-900 na kromatografskem sistemu pri 
sobni T (22–23 °C). Glede na naravo nosilca so bili pretoki skozi kolone različni, toda 
konstantni znotraj enega poskusa. 
Metoda: 20 CV 100-% pufer A, 30 CV prehod v 100-% pufer B, 70–90 CV prehod v  
100-% pufer A 
Z izrisovanjem grafov v programu Excel smo preučevali trajanje in naklone prehodov pH. 
Po metodi, opisani v članku Lendero in sod., 2008, smo potrdili tip aktivnih skupin in ocenili 
totalno ionsko kapaciteto kromatografskih nosilcev pri danih razmerah  
Totalno ionsko kapaciteto smo izračunali po enačbi (27): 
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             … (27) 
K  … totalna ionska kapaciteta 
∆t(pH)50 % … čas trajanja prehoda pH, ki ga odčitamo pri 50 % spremembe pH (slika 13) 
φv  … pretok skozi kolono v ml min-1 
Vc  … volumen kolone 
3.2.8 Testiranje mešanih kolon z mAb 
3.2.8.1 Določanje veznih mest mAb z nosilcem 
Metodo določanja veznih mest mAb z nosilcem smo določili po modelu Yamamoto, 2005. 
Za eksperimentalni del smo uporabili 20-mM pufer tris-HCl (pH 9,0) kot pufer A in 20-mM 
pufer tris-HCl (pH 9,0) z 1-M NaCl kot pufer B.  
Umeritveno krivuljo za prevodnost smo določili z odčitavanjem vrednosti prevodnosti pri 
danem odstotku gradienta (0, 20, 40, 60, 80, 100 %). Dano enačbo smo uporabili pri izračunu 
dejanske koncentracije soli, kjer se mAb spere. 
Na izbrano kolono smo nanesli mAb z znano koncentracijo v 20-mM tris-HCl (pH 9,0) prek 
100 µl zanke. mAb smo nalagali v različnih časovnih okvirih gradienta (3, 6, 9 in 12 min) in 
spremljali vrednost prevodnosti IR, kjer se je mAb spral s kolone.  
Normaliziran naklon gradienta GH smo izračunali po spodnji enačbi (28): 
GH = g × (Vt − V0)             … (28) 
kjer je naklon gradienta g (29): 
Slika 13: Določitev trajanja prehodnega pH (∆t(pH)50 %) (Lendero in sod., 2008). 
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              … (29) 
in volumen gradienta Vg (30): 
Vg = Φ × dg               … (30) 
Vt … celotni volumen kolone  
V0 … volumen mobilne faze v koloni (tj. poroznost) 
Ik … končna koncentracija soli v mobilni fazi 
I0 … začetna koncentracija soli v mobilni fazi 
Φ … pretok skozi kolono 
dg … volumska dolžina trajanja gradienta 
Z izrisanega grafa ln (GH) v odvisnosti od ln (IR) smo dobili enačbo, ki nam je po modelni 





              … (31) 
IR … prevodnost, pri kateri se protein spere iz kolone 
B … število veznih mest proteina 
A … parameter A, definiran z enačbo KeɅ
B 
Ke  … ravnotežna konstanta asociacije 
Ʌ  … totalna ionska kapaciteta 
 
3.2.8.2 Vpliv naložene količine mAb na prehod pH 
Za preučitev vpliva naložene količine mAb na prehod pH smo uporabili mAb, 10-krat redčen 
v 20-mM pufru tris-HCl (pH 9,0), pri treh različnih koncentracijah (0,6 mg mAb/ml nosilca; 
3,31 mg mAb/ml nosilca in 13,31 mg mAb/ml nosilca).  
Metoda: vsako koncentracijo mAb smo injicirali v sistem prek zanke (100 µl, 500 µl ali 1 
ml) v veznem pufru (pH 9,0) in nato sprali protein s koračno spremembo v nevezni pufer 
(pH 6,0). Pretok je bil povsod 3 ml min-1. Na HPLC-sistemu smo spremljali absorbanco pri 
280 nm in pH-vrednost.  
 
3.2.8.3 Izolacija izooblik mAb 
Za testiranje učinkovitosti izolacije izooblik mAb z razliko pH smo uporabili mAb s 
koncentracijo 5,4 ali 8,5 mg/ml pri pretoku 1 ml min-1 za mešano kolono FA ter pri pretoku 
2 ml min-1 za mešano kolono FB. Protein smo naložili na kolono prek 100 µl zanke v veznem 
pufru (pH 9,0) in ga nato sprali s koračno spremembo v nevezni pufer (pH 7,0). Ko se je pH 
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ustalil, smo kolono očistili z 20-mM pufrom tris-HCl + 1-M NaCl (pH 9,0). Na podlagi 
spremljanja absorbance pri 280 nm smo na izhodu HPLC-sistema zbirali frakcije 
posameznih zaznanih vrhov. S sistemom Nanodrop smo določili koncentracijo vzorcem in 
preverili čistost ločbe z metodo SDS Page.  
 
SDS Page elektroforeza: 
- Priprava poliakrilamidnega gela 
Za pripravo gela smo najprej sestavili kalup. Vanj smo vlili dH2O in pustili stati približno 5 
minut. Če kalup ni puščal, smo dH2O odlili in nato vanj vlili raztopino ločevalnega gela 
(preglednica 8), gladino pa izravnali s propan-2-olom. Po približno 20 minutah, oziroma ko 
se je gel strdil, smo propan-2-ol odlili in na ločevalni gel dodali raztopino koncentracijskega 
gela (preglednica 9), v katerega smo takoj namestili glavniček, ki je naredil prostor za 
vbrizganje vzorca. 
Preglednica 8: Priprava 10 ml raztopine 10-% ločitvenega gela 
Raztopina Volumen (μl) 
dH2O 4900 
1,5-M tris-HCl (pH 8,8) 2500 
Akrilamid-bisakrilamid 2500 
10-% (w/v) SDS 100 
Temed 15 
10-% (w/v) APS 30 
 
 
Preglednica 9: Priprava 5 ml raztopine 4-% koncentracijskega gela 
Raztopina Volumen (μL) 
dH2O 3210 
0,5-mM tris-HCl (pH 6,8) 1250 
Akrilamid-bisakrilamid 500 
10-% (w/v) SDS 50 
Temed 7,5 
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- Priprava vzorcev za nanos na gel 
Zbranim frakcijam mAb smo najprej določili koncentracijo s sistemom Nanodrop in nato 
zmešali vzorce skupaj z nanašalnim pufrom (preglednica 10) tako, da smo dobili od 1 do 3 
µg proteina na posamezno luknjico v gelu. Vzorce smo nato segrevali od 3 do 5 minut pri 
100 °C in za kratek čas centrifugirali.  
Preglednica 10: Priprava 10 ml 6-kratnega nanašalnega pufra 
Raztopina Količina 
1M tris-HCl (pH 6,8) 3,75 ml 
glicerol 6 ml 
SDS 1,2 g 
Bromfenol modro 6 mg 
dH2O do volumna 10 ml 
 
- Elektroforeza 
Dobro strjen gel smo z vpenjačem vred postavili v kad in nalili 1-kratni  
SDS-elektroforezni pufer (preglednica 11) do višine nad jamicami za vzorce. Nato smo 
previdno odstranili glavniček in v posamezne luknjice nanesli po 15 µl pripravljenega vzorca 
za elektroforezo. V prvo in zadnjo luknjico smo nanesli po 7 µl proteinske lestvice. 
Preglednica 11: Priprava 1 l 1x SDS-elektroforeznega pufra 
Raztopina Količina 
SDS 1 g 
glicin 14,4 g 
Tris-HCl 3 g 
dH2O do volumna 1 l 
Po nanosu vseh vzorcev smo kadičko zaprli s pokrovom in jo priključili na elektroforezni 
napajalnik. Elektroforezo smo izvedli pri konstantni napetosti 190 V in konstantnem toku 
80 mA za dva gela v času do 90 min (dokler barvilo ni prišlo do dna gela).  
 
- Priprava raztopine barvila 
Raztopino B (preglednica 12) smo razredčili z dH2O v razmerju 1 : 1 do končnega volumna 
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Preglednica 12: Priprava raztopine B 
Raztopina B Količina 
70-% etanol 71 ml 
99,6-% ocetna kislina 70 ml 
dH2O do 1 l 
 
- Barvanje gela 
Barvanje gela je potekalo po protokolu Quick Coomassie Staining of SDS-Page Gels (UZH 
Biochemistry). Gel v raztopini barvila smo na kratko segrevali v mikrovalovni pečici do 
pojava mehurčkov in nežno mešali na stresalniku od 5 do 10 min. Po tem času smo barvilo 
odlili in h gelu dodali dH2O. Ponovili smo postopek segrevanja do pojava mehurčkov in nato 
gel pustili na stresalniku do popolnega razbarvanja.  
- Odčitavanje rezultatov 
Gel smo slikali z MiniBis Pro komoro. Vklopili smo luč, ki seva vidno svetlobo in prilagodili 
optične nastavitve na kameri. Slike smo zajeli in obdelali v programu GelCapture.  
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4  REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 TESTIRANJE RAZLIČNIH STACIONARNIH FAZ ŠIBKIH IN MOČNIH 
IONSKIH IZMENJEVALCEV 
4.1.1 Vizualni pregled nosilcev 
Osnovni matriks šibkega anionskega izmenjevalca AG® 4-x4 so akrilatni polimeri s 
trimetilaminskimi funkcionalnimi skupinami. Analiza SEC (ang. Size Exclusion 
Chromatography) je pokazala, da je zgornja limita molekul, ki lahko vstopijo v pore nosilca 
in reagirajo z njim, 1,4 kDa. Zaradi tega smo pričakovali, da nosilec ne bo vezal molekul 
mAb v znatni količini in bo v mešani koloni služil le za ustvarjanje prehoda pH. Po drugi 
strani ima nosilec dovolj velike pore za vstop pufrskih protiionov. Difuzija ionov bi morala 
potekati dovolj hitro, da velikost in oblika delcev nosilca ne bi smela vplivati na ustvarjanje 
položnega prehoda pH (Vetter in sod., 2013). 
Osnovni matriks intermediatnega anionskega izmenjevalca Bio-RexTM 5 je stiren 
divinilbenzen, na katerega so v večini vezani terciarni amini. Poleg šibkih anionskih 
funkcionalnih skupin Bio-RexTM 5 vsebuje še nekaj kvartarnih aminov, ki so značilni za 
močne anionske izmenjevalce. Zaradi tega nosilec ni stoodstotno šibki anionski nosilec, 
imenujemo ga lahko tudi intermediatni anionski nosilec. Prednost tega je izmenjava različnih 
anionov s šibkimi interakcijami, kar omogoča preprosto spiranje in regeneracijo nosilca. 
Zgornja limita molekul, ki lahko vstopijo v pore nosilca, je enaka kot pri AG® 4-x4, torej 1,4 
kDa. Osnovni matriks je mehansko stabilnejši od akrilatov, zato lahko prenese večje pritiske 
in posledično večje pretoke pri analizi. Vendar pa je stiren divinilbenzen hidrofoben, kar 
lahko povzroči nespecifično adsorbcijo proteinov in velikih organskih molekul (Bio-Rad …, 
2000). 
Slika 14: Slika izvornega šibkega ionskega izmenjevalca AG® 4-x4 (levo) in pod svetlobnim mikroskopom s 
100-kratno povečavo (desno). 
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Močni anionski izmenjevalec Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) je sestavljen iz sintetičnih 
metakrilatnih kroglic, kar zagotavlja stabilnost pri visokih tlakih. Funkcionalne skupine so 
vezane na tako imenovanih lovkah (ang. tentacles), ki so linearne polimerne verige, 
kovalentno vezane na hidroksilne skupine osnovnega matriksa. Takšna sestava nosilca 
omogoča veliko vezno površino za biomolekule, kar se kaže v visoki vezni kapaciteti in 
učinkovitem ločevanju tudi pri velikih pretokih (Fractogel …, 2017b). 
Prednost lovk je v povišani difuziji skozi pore pri menjavi pufrov z nizko in močno ionsko 
močjo. Protein naložimo v nalagalni pufer z nizko ionsko močjo. V dotičnem trenutku se 
lovke raztezajo v pore in lovijo nasprotno nabite molekule. Spiralni pufer vsebuje visok 
odstotek soli. Ioni soli vplivajo na lovke tako, da se te položijo (skrijejo) na sam matriks. S 
tem se poveča prostor in posledično pretok v porah. Vezna mesta se skrijejo, protein se hitro 
sprosti s kolone, kar se odrazi v boljši ločljivosti (ostri vrhovi) in boljšem izkoristku 
ločevanja (Fractogel …, 2017b).  
Slika 15: Slika izvornega intermediatnega ionskega izmenjevalca Bio-RexTM 5  (levo) in pod svetlobnim 
mikroskopom s 100-kratno povečavo (desno). 
 
Slika 16: Slika izvornega močnega izmenjevalca Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) (levo) in pod svetlobnim 
mikroskopom s 100-kratno povečavo (desno). 
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Med mešanimi kolonami je bilo zaradi različnih barv nosilcev mogoče opaziti homogeno 
porazdelitev delcev samo pri mešani koloni FB, medtem ko je bila kolona FA na videz bele 
barve. Za podrobno analizo homogenosti mešanja nosilcev bi kolone lahko dehidrirali in 
posušili ter nosilce obarvali in slikali pod mikroskopom, kot so to predlagali Vetter in sod. 
(2014a). Ker je ta metoda destruktivna, homogenosti porazdelitve nosilcev nismo preverili, 
saj smo kolone potrebovali v nadaljnjih testiranjih.  
 
4.1.2 Testiranje ustreznosti napolnjenih kolon 
Za testiranje dobre polnitve kolon obstaja več metod: vizualni pregled kolone (vsebnost 
zračnih mehurčkov, kanalov), pulzna motnja s snovjo, ki ne reagira s kolono (1-% aceton, 
1-M NaCl, protein BSA v neveznih pogojih) ter spremljanje tlaka v odvisnosti od pretoka 
skozi kolono. V našem primeru smo izbrali metodo pulzne motnje in z njo spremljali 
parametra As in HETP.  
Popolna As ustreza vrednosti 1. As za dobro spakirane kolone se gibajo v intervalu od 0,8 do 
1,4: 
As < 0,8 kaže na pretesno spakirano kolono; nosilec se lahko hitro poškoduje 
As > 1,4 kaže na premalo tesno spakirano kolono ali ujete zračne mehurčke 
Slika 17: Prikaz delovanja lovk pri močnem anionskem nosilcu Fractogel® EMD TMAE Hicap (M).  
a) Protitelesa so vezana na lovke, dokler skozi kolono teče nalagalni pufer. b) Ioni soli v izpiralnem pufru 
povzročijo skrčenje lovk na matriks, protitelesa se sperejo (Fractogel …, 2017b). 
Slika 18: Izgled mešane kolone FB. 
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Asimetrija naših kolon se je gibala med 1 in 1,7 razen pri Bio-RexTM 5, ki nam ga je tudi po 
večkratnem pakiranju uspelo napolniti samo do As = 2. Vizualno nobena od kolon ni 
vsebovala zračnih mehurčkov, smo pa opazili določen mrtvi volumen pri posameznih 
kolonah, ko smo uravnotežili kolone z drugačnim pufrskim sistemom. As smo sicer lahko 
izboljšali s potiskom adapterja v sam nosilec, vendar je posledično pri prehodu iz pufra A v 
pufer B tlak tako narasel, da smo morali znatno zmanjšati pretok. Zaradi tega smo se odločili 
za višjo As od priporočene in tako zagotovili konstanten pretok pri vseh poskusih.  
Merilo za učinkovitost kolone je lahko tudi parameter HETP oziroma višinski ekvivalent 
teoretičnega poda (ang. height equivalent to a theoretical plate), ki omogoča primerjavo 




               … (32) 
H … ali HETP je višina, ekvivalentna teoretičnim podom 
L … dolžina kromatografske kolone 
N … število teoretičnih podov 
HETP odraža vpliv disperzijskih dejavnikov na kromatografsko izvedbo in je odvisen od 
pretoka skozi kolono. Manjši kot je parameter HETP, tem učinkovitejša je kolona. 
Izračunane vrednosti HETP so pokazale, da je bila najučinkoviteje napolnjena kolona z 
močnim anionskim izmenjevalcem Fractogel® EMD TMAE Hicap (M), sledila ji je mešana 
kolona FA. Najslabša učinkovitost se je pokazala pri mešani koloni FB. To je prišlo do izraza 
pri analizah prehodov pH in testiranj z mAb (rezultati v nadaljevanju). 
Preglednica 13: Prikaz vrednosti As in HETP uporabljenih nosilcev 
Uporabljeni nosilci AS HETP (cm) 
AG® 4-x4 1,46 1486 
Bio-RexTM 5 2,14 1525 
Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 0,98 1282 
Mešana kolona FA 1,70 1330 
Mešana kolona FB 1,68 2075 
 
4.1.3 Vrste ionskih izmenjevalcev in ocena totalne ionske kapacitete 
Določevanje vrste ionskih izmenjevalcev je potekalo v skladu z metodo, opisano v članku 
Lendero in sod., 2008 (Priloga A). Glede na dobljene pH-profile (slike v poglavju 4.2.2) smo 
potrdili, da sta AG® 4-x4 in Bio-RexTM5 šibka anionska izmenjevalca ter Fractogel® EMD 
TMAE Hicap (M) močni anionski izmenjevalec. 
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Trajanje oziroma spiralni profil prehodnega gradienta pH se lahko uporabi za oceno totalne 
ionske kapacitete posameznih nosilcev (Lendero in sod., 2008). Ocena vrednosti K se lahko 
določi tudi tako, da izračunamo razliko v površini prehoda pH, ki nastane pri primerjavi 
prehoda pH z in brez nosilca.  
Preglednica 14: Ocena totalne ionske kapacitete K nosilcev pri različnih eksperimentalnih razmerah 
Kromatografski nosilec 
Fosfatni pufer Tris-HCl 
pH = 6,8 pH = 8 pH = 9 
10 mM 20 mM 10 mM 20 mM 20 mM 
AG® 4-x4 21,3 6,1 17,1 10,8 19,0 
Bio-RexTM 5 24,7 8,1 16,2 9,8 22,3 
Fractogel® EMD TMAE 
Hicap (M) 
4,1 1,9 2,8 1,5 1,0 
Mešana kolona FA 4,3 0,5 21,7 7,5 26,7 
Mešana kolona FB 12,0 2,4 11,7 6,0 3,4 
Pri močnem nosilcu Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) so vrednosti K najnižje. Izmenjava 
ionov OH− je majhna, kar se odraža v majhnih prehodnih gradientih pH in posledično v nižji 
vrednosti K. Izmenjava ionov za šibka nosilca je večja. Velikost in trajanje prehodov pH je 
daljše, torej je tudi vrednost K višja.  
Mešani koloni sta imeli pri različnih pufrskih sistemih nižje vrednosti K kot posamezna šibka 
nosilca zaradi vpliva močnega nosilca. Izjema je mešana kolona FA, saj pri uporabi pufra 
tris-HCl pride do povečanja same ionske kapacitete.  
Opazimo lahko, da je vrednost K odvisna od izbire pufra, njegove koncentracije in pH. V 
bližini pKa pufra je pufrska kapaciteta visoka, kar se odraža v kratkih in majhnih prehodih 
pH. Podobne učinke ima povišanje koncentracije pufra. Tak primer je 20-mM fosfatni pufer 
s pH 6,8, ki ima zaradi bližine pKa fosfatnega pufra (pKa = 7,2) in višje koncentracije majhne 
vrednosti K.  
Na samo ionsko kapaciteto vpliva tudi izbor pufra. Če ta reagira s stacionarno fazo kolone 
(fosfatni pufer v primeru anionskih nosilcev), bo pufer pripomogel k sami izmenjavi ionov, 
zato bo prehodni gradient pH daljši kot v primeru pufra, ki ne reagira z nosilcem (primer 
pufer tris-HCl). Pri pufru tris-HCl smo opazili krajše prehode pH, vendar z večjo magnitudo.  
Lendero in sod. (2008) so pokazali, da je trajanje prehoda pH premo sorazmerno s številom 
funkcionalnih skupin. Linearnost je dosežena, če je a) ionska gostota nosilca dovolj visoka, 
da se lahko doseže maksimalna magnituda prehodnega pH in je posledično edina 
spremenljivka trajanje prehoda pH ter b) gostota aktivnih skupin takšna, da ima vsaka 
skupina enako afiniteto do ionov iz raztopine. Ionska kapaciteta ni nujno v linearni korelaciji 
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s proteinsko kapaciteto zaradi površinske omejitve biomolekul, ki ne morejo dostopati do 
vseh možnih veznih mest zaradi velikosti.  
Ocena totalne ionske kapacitete K po zgoraj opisani metodi je dovolj dobra za industrijske 
potrebe, kjer v kratkem času lahko primerjamo kolone različnih velikosti, napolnjene z 
enakim nosilcem. Za pridobitev natančnih vrednosti bi morali za vsak nosilec narediti 
korelacijo kapacitete K z masno konverzijo nosilca (tj. število oziroma gostota nosilca), s 
katero bi lahko izračunali dejansko ionsko kapaciteto v danih razmerah (Lendero in sod., 
2008). 
 
4.1.4 Dinamična vezna kapaciteta s proteinom BSA 
Dinamična vezna kapaciteta kromatografskih nosilcev služi kot funkcijski test nosilcev. 
Nanaša se na količino proteina, ki ga nosilec lahko veže pri določenem pretoku. Vrednost se 
razlikuje od nosilca do nosilca in je zelo pomembna, kjer potrebujemo velike pretoke za 
ohranjanje proteinske aktivnosti (Ion …, 2017a). 
Preglednica 15: Vrednosti dinamične vezne kapacitete s proteinom BSA za posamezne nosilce 
Uporabljeni nosilci DBC (mg BSA/ml nosilca) 
AG® 4-x4 8 
Bio-RexTM 5 0 
Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 90 
Mešana kolona FA 60 
Mešana kolona FB 40 
Rezultati v preglednici 15 so pokazali, da imata šibka anionska izmenjevalca v primerjavi z 
močnim nosilcem zanemarljivo vezno kapaciteto. To je bilo tudi pričakovano, saj so pore, 
ki bi omogočale dostop veznih mest proteinu BSA z velikostjo 66 kDa, premajhne.  
V specifikacijah za močni izmenjevalec Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) smo našli 
podatek o vezni kapaciteti za BSA, ki znaša od 160 do 200 mg/ml (Fractogel …, 2017a). 
Vezna kapaciteta je razmeroma visoka, proizvajalec pa trdi, da je to posledica tehnologije 
lovk (opis v poglavju 4.1.1). Naše testiranje je pokazalo, da je kapaciteta manjša, verjetno 
zaradi razmer pri eksperimentu. 
Mešane kolone bi v teoriji morale imeti DBC okoli 60 mg BSA/ml nosilca, kar je enako 2/3 
močnega izmenjevalca v mešani koloni. Realni DBC sta bili enaki ali nižji, verjetno kot 
posledica razporeditve delcev v koloni in nedostopnosti nekaterih veznih mest za protein.  
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4.2 PROUČEVANJE PREHODOV PH 
4.2.1 Prehodi pH s spremembo pH vhodne mobilne faze 
Da bi določili vpliv vrste ionskega izmenjevalca na samo trajanje in naklon gradienta pH, 
smo izmerili prehode pH pri koračnih spremembah s pufra z višjim pH (tris-HCl, pH 9,0; 
fosfatni pufer, pH 8 ali 6,8) na pufer z nižjim pH (tris-HCl, pH 7,0; fosfatni pufer, pH 3) pri 
različnih anionskih izmenjevalnih nosilcih. Spremljali smo tudi vpliv pH in koncentracije 






Slika 20: Vpliv pH fosfatnega pufra na trajanje prehoda pH pri koloni AG® 4-x4. 
Slika 19: Vpliv koncentracije pufra tris-HCl na trajanje prehoda pH pri koloni AG® 4-x4. 
46 
Šedivy M. Ločevanje izooblik monoklonskih protiteles z induciranim prehodom pH.  





Slika 21: Vpliv koncentracije pufra tris-HCl na trajanje prehoda pH pri koloni Bio-RexTM 5. 
Slika 22: Vpliv pH fosfatnega pufra na trajanje prehoda pH pri koloni Bio-RexTM 5 
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Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 
Iz rezultatov je razvidno, da sta trajanje in naklon induciranega prehoda pH s koračno 
spremembo pH z 9 na 7 odvisna od jakosti ionskih izmenjevalcev. Šibki izmenjevalec AG® 
4-x4 je prispeval k najdaljšemu in najpoložnejšemu prehodu pH. Pri močnem izmenjevalcu 
Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) je bil prehod pH kratek s strmim naklonom, medtem ko 
je bil prehod pH pri intermediatnem nosilcu Bio-RexTM 5 po vrednostih med močnim in 
šibkim nosilcem. 
Pri vseh nosilcih opazimo trend, da se z večanjem koncentracije pufra trajanje prehodov pH 
zmanjša, kar je posledica vpliva pufrske kapacitete. Z večanjem koncentracije pufra se 
pufrska kapaciteta zvišuje in imajo zato spremembe v pH manjši vpliv na sam prehod pH. 
V primeru fosfatnega pufra smo preučevali vpliv začetnega in končnega pH na sam gradient 
pH. Kjer je bil začetni pH 8, je opazna razlika, da je bil prehod pH ob končnem pH 6,8 bolj 
Slika 24: Vpliv pH fosfatnega pufra na trajanje prehoda pH pri koloni Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 
Slika 23: Vpliv koncentracije pufra tris-HCl na trajanje prehoda pH pri koloni Fractogel® EMD TMAE Hicap 
(M). 
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položen kot ob končnem pH 3. V primeru različnega začetnega pH (8 ali 6,8) in enakega 
končnega pH 3 opazimo, da se vrednosti razlikujejo v začetnem delu slik, po točki, kjer se 
krivulji srečata oziroma približata, pa se krivulje obnašajo skoraj identično. V območju 
pufrske kapacitete (pKa 7,2) je prehod pH linearen in dokaj položen, v območju brez pufrske 
kapacitete pa so prehodi pH zelo strmi in nagli. Dejavniki okolja imajo največ učinka z večjo 
oddaljenostjo od pKa pufra. 
 
4.2.2 Prehodi pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze 
Vpliv vrste pufra in njegove koncentracije na prehode pH smo izmerili tudi s koračnimi 
spremembami s pufra brez soli (pufer A) na pufer z 1-M NaCl (pufer B) in obratno, pri 
različnih anionskih izmenjevalcih. Spremljali smo obliko spremembe prehoda pH, ki nam je 
pomagala potrditi, ali gre za šibki ali močni izmenjevalec. Pomembna parametra sta bila 
trajanje prehodov pH in sprememba v pH.  
AG® 4-x4 
Slika 25: Profil prehodnega pH za AG® 4-x4 s fosfatnim pufrom pri pH 6,8 (a) in pH 8,0 (b). 
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Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 
Slika 27: Profil prehodnega pH za Bio-RexTM 5 s fosfatnim pufrom pri pH 6,8 (a) in pH 8,0 (b). 
 
). 
Slika 29: Profil prehodnega pH za Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) s fosfatnim pufrom pri pH 6,8 (a) in 
pH 8,0 (b) 
Slika 28: Profil prehodnega pH za Bio-Rex TM 5 s pufrom tris-HCl. 
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Za testiranje anionskih izmenjevalcev smo uporabili pufer tris-HCl z dodatkom soli in brez 
njega, kjer so izmenjujoči se ioni OH− in Cl− ter fosfatni pufer različnih koncentracij z 




Pri vseh rezultatih v poglavju 4.2.2 opazimo, da se po nenadni spremembi ionske moči 
mobilne faze s pufra A na pufer B pH raztopine podobno spremeni ne glede na ionski 
izmenjevalec (pH se zviša), obratno pri prehodu s pufra B na pufer A pa se pH zniža. To ne 
velja le za močni izmenjevalec, kjer smo za prehodni pH uporabili pufer tris-HCl (slika 30). 
Ta se v tem primeru obnaša kot močni kationski izmenjevalec. 
Glavna razlika med močnim in šibkim ionskim izmenjevalcem se kaže v ionski naravi 
aktivnih skupin na nosilcih. V primeru močnega izmenjevalca (kvartarni amini) je afiniteta 
do ionov Cl− mnogo večja kot do ionov OH−, in ko zamenjamo pufer tris-HCl s pufrom tris-
HCl z NaCl, so izmenjevalni ioni večinoma Cl−, torej ni opazne razlike v prehodnem pH 
(Lendero in sod., 2008). V nekaterih primerih je zaradi prisotnosti majhne količine terciarnih 
ali sekundarnih aminov prehod pH prisoten, vendar je sprememba pH majhna in traja le malo 
časa. V primeru šibkega izmenjevalca (terciarni ali sekundarni amini) je afiniteta do ionov 
Cl− in OH− podobna. Izmenjava ionov OH− povzroči daljši in večji prehod pH. 
Na začetku, ko skozi kolono teče pufer A brez soli, je anionski izmenjevalec v obliki R+OH−. 
Pri prehodu na pufer B s soljo poteče izmenjava ionov Cl− iz raztopine z ioni OH− na nosilcu. 
Ioni OH− se sprostijo v pufer, kar zaznamo kot povišanje pH raztopine na izhodu kolone: 
−R+OH− + Cl− ↔ −R+Cl− + OH−      … (33) 
Sproščanje ionov OH− poteka toliko časa, dokler se nosilec ne zasiči z ioni Cl−, kar vidimo 
kot prehod pH. Ko izmenjava ionov ne poteka več, se pH ustali na določeni vrednosti. Pri 
obratnem prehodu se ioni Cl− izmenjajo z ioni OH− iz pufra A, kar opazimo kot znižanje 
pH: 
R+Cl− + 2H2O ↔ −R
+OH− + Cl− + H3O
+     … (34) 
Slika 30: Profil prehodnega pH za Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) s pufrom tris-HCl. 
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Ko je ves nosilec zasičen z ioni OH−, se izmenjava ionov preneha in pH ustali na začetni 
vrednosti pufra (Lendero in sod., 2008). 
Ker se sprememba pH zgodi takoj ob spremembi ionske moči vhodne mobilne faze, 
sklepamo, da je za spremembo pH odgovoren dodatek ali odvzem ionov soli v mobilni fazi.  
V primeru fosfatnega pufra negativni ioni reagirajo s pozitivno nabitim anionskim nosilcem. 
V ionsko izmenjavo so tako vpleteni tudi ioni pufra, kar se odraža v bolj izrazitih prehodih 
pH. Pri uporabi različnih vrst pufra smo opazili predvsem razlike v trajanju prehodov pH in 
spremembah pH. 
Fosfatni pufer smo testirali pri dveh različnih pH-vrednostih, 6,8 in 8 ter dveh različnih 
koncentracijah in s tem preverili, ali na prehode pH vplivata koncentracija in pH samega 
pufra. Opazili smo trend, da pri nižji koncentraciji pufra prehodi pH trajajo dlje in imajo 
večjo spremembo pH, kar je posledica nižje kapacitete pufra. Nižja kot je kapaciteta pufra, 
večji je vpliv ionske izmenjave in dlje časa traja, da se vzpostavi ravnovesje.  
Uporaba pufrov z različno pH-vrednostjo je pokazala razlike v trajanju posameznih 
prehodov in spremembi pH. Fosfatni pufer ima tri vrednosti pKa: 2,1; 7,2 in 12,3. V teh 
vrednostih pH je pufrska kapaciteta fosfatnega pufra največja in imajo zato različni dejavniki 
okolja najmanj učinka na samo spremembo pH. Razlika med pH 6,8 in pKa 7,2 je dvakrat 
manjša od razlike s pH 8. Opazili smo, da je prehod pH krajši in manj izrazit v primeru pH 
6,8, ki je bliže pKa. Iz tega sklepamo, da oddaljenost od točke pKa oziroma pufrske 
kapacitete vpliva na trajanje prehodov pH.  
 
4.3 USTVARJANJE ŽELENE OBLIKE PREHODA PH Z MEŠANIMI KOLONAMI 
4.3.1 Mešana kolona FA 
Slika 31: Primerjava trajanja prehodov pH s spremembo pH z mešano kolono FA pri 20-mM (a) in 50-mM 
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Slika 33: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FA pri 10-mM  (a) in 20-mM 
(b) fosfatnem pufru, pH 6,8. 
Slika 34: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči z mešano kolono FA pri 10 mM  (a) in 20 mM 








Slika 32: Primerjava trajanja prehodov pH s fosfatnim pufrom za mešano kolono FA (srednji krivulji) s 
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Rezultati mešane kolone šibkega nosilca AG® 4-x4 in močnega nosilca Fractogel® EMD 
TMAE Hicap (M) so bili pričakovani. Že majhna količina šibkega nosilca (14 %) naj bi 
zadoščala za ustrezen gradient pH (Vetter in sod., 2014a), mi pa smo testirali količino 
nosilca, ki je ustrezala 1/3 celotnega volumna kolone (33,5 %).  
Vsi dobljeni grafi kažejo na to, da se mešana kolona obnaša v smeri šibkega izmenjevalca. 
Strmina krivulj mešane kolone je podobna AG® 4-x4, medtem ko je samo trajanje prehoda 
pH nekoliko krajše, kar je dobro v primeru ločevanja proteinov, kjer ohranjanje aktivnosti 
igra pomembno vlogo. Opazimo tudi enak trend naraščanja koncentracije pufra in krajšega 
prehoda pH kot pri posameznih nosilcih.  
Vetter in sod. (2014a) so testirali vpliv različnega razmerja močnega in šibkega nosilca na 
sam gradient pH. Ugotovili so, da so daljši in položnejši prehodi pH doseženi z višjim 
odstotkom šibkega izmenjevalca v mešani koloni, kar nakazuje na to, da so prehodi pH 
narejeni zgolj s šibkim nosilcem. V praksi to pomeni, da bi lahko s spreminjanjem razmerja 
nosilcev dobili želen gradient pH za ločevanje proteinov. 
Prehodi pH mešane kolone FA s pufra B (s soljo) na pufer A (brez soli) imajo podoben 
naklon kot prehodi pH z AG® 4-x4, vendar pa je ionska kapaciteta v primeru fosfatnega pufra 
zmanjšana. 
Razlog zmanjšanih kapacitet je verjetno sama porazdelitev delcev v koloni. Velikost delcev 
AG® 4-x4 je precej večja (75–150 µm) kot pri nosilcu Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) 
(40–90 µm), zato obstaja možnost prekrivanja funkcionalnih skupin, ki bi sicer služile za 
vezavo ionov.  
 
Slika 35: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze z mešano kolono FA 
(zelena) s posameznimi nosilci (F – oranžna in A – vijolična) za pufer tris-HCl.  
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4.3.2 Mešana kolona FB 
 
Slika 36: Primerjava trajanja prehodov pH s spremembo pH za mešano kolono FB pri 20-mM (a) in 50-mM 
(b) pufru tris-HCl. 
. 
Slika 37: Primerjava trajanja prehodov pH s fosfatnim pufrom za mešano kolono FB (srednji krivulji) s 
posameznimi nosilci (levo F in desno B) pri začetnem pH 8 ali 6 in končnim pH 3. 
Slika 38: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči za mešano kolono FB pri 10-mM (a) in 20-mM 
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Mešana kolona intermediatnega izmenjevalca Bio-RexTM 5 in močnega Fractogel® EMD 
TMAE Hicap (M) se ni obnašala po pričakovanjih. Razmerje močnega in intermediatnega 
izmenjevalca je bilo 2 : 1 (količina Bio-RexTM 5 je bila približno 33,5 %), podobno kot pri 
mešani koloni FA. 
Sklepamo, da bi dodatno povišanje vsebnosti Bio-RexTM 5 v mešani koloni vodilo do s 
kolono FA primerljivejših rezultatov, vendar pa bi bilo takšno mešanje nesmiselno. Vsebnost 
močnega izmenjevalca mora biti namreč dovolj visoka za zagotavljanja vezne kapacitete s 
proteini. 
Pri prehodu pH z 9 na 7  je imela mešana kolona FB najkrajši in strm prehod. Porazdelitev 
delcev v mešani koloni FB je bila takšna, da je funkcionalnim skupinam onemogočila 
izmenjavo protiionov, ki so potrebni za ustvarjanje prehoda pH. Podobno kot pri vseh 
rezultatih s prehodi pH opazimo trend krajšanja prehodov pH z višanjem koncentracije pufra.  
V primeru prehoda pH z uporabo fosfatnega pufra je stanje podobno kot pri mešani koloni 
FA. Krivulja mešane kolone FB je po trajanju med močnim in intermediatnim nosilcem. 
Slika 39: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči za mešano kolono FB pri 10-mM (a) in 20-mM 
(b) fosfatnem pufru, pH 8,0. 
Slika 40: Primerjava prehodov pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze za mešano kolono FB 
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Pufer z negativno nabitimi ioni se je vezal na Bio-RexTM 5 in s tem pripomogel k ojačenju 
izmenjave protiionov, zato se je prehod pH podaljšal v smeri intermediatnega nosilca. 
Testi s prehodnim pH, povzročenim s spremembo ionske moči pufrov, so pokazali, da je pri 
prehodu s pufra B na pufer A naklon mešane kolone FB skladen z močnim izmenjevalcem, 
medtem ko se ionska kapaciteta (trajanje in magnituda prehoda) nagiba v smer 
intermediatnega nosilca.  
 
4.4 TESTIRANJE PREHODOV PH ZA UČINKOVITO LOČEVANJE IZOOBLIK 
MAB 
4.4.1 Določevanje veznih mest mAb z nosilcem 
Vezna mesta mAb z nosilcem smo določili po metodi, ki jo je razvil Yamamoto leta 1988. 
Število veznih mest se da enostavno določiti z eksperimenti linearnega gradientnega 
spiranja, pri čemer s spreminjanjem naklona gradienta soli določimo koncentracijo soli, pri 
kateri se spere protein (vrednost IR). Naklon na grafu ln(GH) v odvisnosti od ln(IR) pove 
število veznih mest proteina z nosilcem. (Več v poglavju 3.2.8)  
Preglednica 16: Eksperimentalno dobljena enačba za določitev veznih mest B mAb z nosilcem. 
Nosilec Enačba Število veznih mest  
(B = k –1) 
Mešana kolona FA y = 10,561x + 17,764; R² = 0,9724   9,6 
Mešana kolona FB y = 1,1766x + 0,4675; R² = 0,9474 0,2 
Ishihara in Yamamoto sta leta 2005 z opisano metodo določila vezna mesta monoklonskih 
protiteles za kationski sefarozni nosilec, ki so se gibala med 6,7 in 8,7. V primeru naše 
mešane kolone FA je bilo število veznih mest primerljivo oziroma višje. Pri mešani koloni 
FB je bila vezava mAb z nosilcem zelo slaba. Gostota ligandov na tem nosilcu je bila 
najverjetneje tako nizka, da se mAb niso mogla vezati oziroma so bile interakcije proteina z 
nosilcem prešibke. 
a) 
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Ob določevanju veznih mest B smo spotoma ocenili dinamično vezno kapaciteto mAb z 
nosilcem. Ta je znašala 10 mg mAb na ml mešane kolone FA in 1,4 mg mAb na ml kolone 
FB. DBC z mAb je bila sorazmerno manjša od DBC z BSA. BSA je molekula velikosti 66 
kDa. mAb so torej več kot dvakrat večje molekule in zato prekrijejo oziroma skrijejo več 
potencialno veznih mest na nosilcu kot BSA. Teh mest je posledično manj na voljo za ujetje 
mAb na kolono, zato je tudi DBC za mAb manjša.  
 
4.4.2 Vpliv koncentracije mAb na prehode pH 
Inducirani prehod pH ima lahko s šibkim ionskim izmenjevalcem kar nekaj slabosti, ki 
izhajajo iz dejstva, da so ligandi, potrebni za doseganje prehoda pH, nujno potrebni tudi za 
interakcije, ki vodijo do ločevanja proteinov. Ker se naboj šibkih ionskih izmenjevalcev 
spreminja vzdolž pH-območja, je težko napovedati, koliko časa se bo protein zadrževal na 
koloni. Poleg tega sama vezava proteina na stacionarno fazo lahko povzroči spremembe v 
induciranem prehodu pH; višja koncentracija proteina povzroča večje anomalije v sami 
obliki in trajanju prehoda pH (Vetter in sod., 2014a).  
Da bi preverili, ali ima naložena koncentracija mAb vpliv na inducirani prehod pH pri 
mešanih kolonah, smo protein naložili v treh koncentracijah in spremljali trajanje ter naklon 
prehoda pH.  
Koncentracije mAb so bile izbrane glede na vezno kapaciteto mešane kolone FA, ki so 
pokrivale celotno območje DBC (minimum, srednja vrednost in maksimum). Pri nalaganju 
različnih koncentracij mAb smo opazili, da se z višanjem koncentracije protein spere hitreje. 
Z višanjem koncentracije proteina se kolona hitreje zasiči do maksimalne kapacitete. V 
bližini maksimalne DBC več proteina hkrati zasede vezna mesta in ob prihodu novih 
proteinov ti izpodrinejo že vezane, zato se proteini hitreje sproščajo s kolone.   
Slika 42: Vpliv naložene količine mAb na inducirani prehod pH za mešano kolono FA. Zgornje tri krivulje 
predstavljajo inducirani prehod pH, spodnje tri krivulje pa absorbanco. 
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Monoklonska protitelesa, s katerimi smo delali, so imela izoelektrično točko med 8,5 in 8,3. 
Pričakovali smo, da bo spiranje potekalo v tem pH-območju. V primeru mešane kolone FA 
so bile pH-vrednosti, pri katerih je bil dosežen maksimum posameznih vrhov, v razponu od 
8,7 do 8,2. Pri mešani koloni FB so bile pH-vrednosti spiranja nekoliko nižje, od 8,3 do 7,8. 
Pri obeh kolonah je bila sprememba pH enaka 0,5 enote. Razlog zamika v spiranju proteinov 
je verjetno samo trajanje prehoda pH, ki je bil v primeru kolone FB kratek in hiter, in zamik 
v odzivnosti detektorjev, ki je v tako kratkem časovnem okviru prišel do izraza in povzročil 
navidezno kasnejše spiranje proteina, kot je bilo pričakovano. 
Pri posameznem spiranju proteina smo opazili samo en razpotegnjen vrh. Z višanjem 
koncentracije mAb se povečuje tudi odstotek nekaterih izooblik mAb z višjim negativnim 
nabojem, kot rezultat pa dobimo močneje vezane mAb na kolono, kar se odraža v daljših 
repkih pri spiranju s pH (Vetter in sod., 2015).  
Primerjava naložene količine mAb in trajanja prehoda pH je pokazala, da je prehod pH pri 
različnih koncentracijah proteina podobne strmine in dolžine, kar potrjuje tezo, da sta pri 
mešani koloni ustvarjanje prehoda pH in vezna mesta za proteine ločena. Do podobnih 
zaključkov so prišli Vetter in sod. v letu 2014a in 2015.  
Izjema se je pokazala le pri najvišji koncentraciji proteina v primeru mešane kolone FA, kjer 
v končnem delu prehoda pH opazimo majhno odstopanje v pH-vrednosti (za 0,3 enote). Prvi 
razlog bi lahko bil sam pufer tris-HCl, ki je imel pri dotičnem pH že zelo nizko pufrsko 
kapaciteto, in ker je zelo občutljiv na spremembo temperature v okolju, bi lahko v času 
analize spremenil svoje lastnosti do te mere, da smo to opazili kot anomalijo pri prehodu pH. 
Drugi razlog bi lahko bil čas, ki ga je imel na voljo protein za prehod skozi kolono. Prehodi 
pH so pri mešani koloni FA potekali šestkrat dlje kot pri mešani koloni FB. Potovanje 
proteina skozi kolono FA je bilo mnogo počasnejše v primerjavi s kolono FB. Protein je imel 
Slika 43: Vpliv naložene količine mAb na inducirani prehod pH za mešano FB kolono. Zgornje tri krivulje 
predstavljajo inducirani prehod pH, spodnje tri krivulje pa absorbanco. 
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dovolj časa za interakcije s kolono FA, se vezal na nosilec ter tako pri najvišji koncentraciji 
začel vplivati na sam prehod pH.  
 
4.4.3 Ločevanje izooblik mAb 
4.4.3.1 Analiza s HPLC 
Sliki 44 in 45 prikazujeta ločevanje izooblik mAb, izzvano s spremembo v pH-vrednosti. 
Vzorec mAb smo injicirali ob času 0 CV in počakali, da se je pH-vrednost ustalila, nato pa 
smo s koračno spremembo v vhodni mobilni fazi povzročili nastanek induciranega prehoda 
pH. Frakcije mAb smo zbirali glede na spremembe, zaznane v absorbanci pri 280 nm.  
Slika 44: Ločevanje izooblik mAb z induciranim prehodom pH z mešano kolono FA. Številke označujejo 
posamezne vrhove.  
Slika 45: Ločevanje izooblik mAb z induciranim prehodom pH z mešano kolono FB. Številke označujejo 
posamezne vrhove. 
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Pri obeh kolonah je takoj po injiciranju prišlo do delnega spiranja vzorca  mAb. S 
kromatogramov lahko razberemo, da je bil pH v samem vzorcu za 0,4 enote nižji od pH 
nalagalnega pufra. V primeru kolone FA je to pomenilo, da se je del vzorca spral pri pH 9,0, 
v primeru kolone FB pa pri pH 8,7. Ker sta obe vrednosti nad vrednostjo izoelektrične točke 
mAb, pri kateri smo opravili poskuse, sklepamo, da je spiranje posledica delne denaturacije 
mAb in ne spremembe v pH vzorca. Denaturirano mAb je bilo brez naboja, zato se je takoj 
spralo s kolone, ne glede na začetni pH vzorca.  
Na tej točki je treba opozoriti, da izvorno mAb ni bilo popolnoma čisto. Analiza SEC je 
pokazala, da se je v vzorcu poleg protiteles nahajalo 1,4 % agregatov in 0,2 % razgradnih 
produktov. Poleg tega so bile prisotne nečistoče gostiteljskih celic. Testiranje izvornega 
mAb na koloni je pokazalo, da se del vzorca takoj spere, kar lahko pripišemo nekaterim 
nečistočam.  
Skozi obe koloni je bil injiciran enak vzorec mAb, zato lahko primerjamo ločevalno 
učinkovitost kolon. Opazimo, da je pri koloni FA ločitev takoj po injiciranju (do 20 CV) 
boljša, dobimo 3 dokaj ločene vrhove, medtem ko pri koloni FB (do 2 CV) vidimo samo 2 
vrhova, ki sta tesno skupaj. Porazdelitveni koeficienti so torej za omenjeni koloni različni. 
Protein se dlje časa zadržuje v koloni FA, kar pomeni več interakcij z nosilcem in posledično 
boljše ločevanje med seboj zelo podobnih molekul. 
Na ločevalno učinkovitost vplivajo razlike v porazdelitvenih koeficientih in sama 
učinkovitost kolone, kjer poteka ločevanje. Ta parameter imenujemo selektivnost kolone 
(Miller, 2005). Izračun HETP v poglavju 4.1.2  je pokazal, da je bila mešana kolona FA ena 
izmed najučinkovitejših kolon, medtem ko je bila kolona FB po učinkovitosti najslabša. 
Zaključimo lahko, da je selektivnost kolone FA boljša od selektivnosti kolone FB.  
Ločevanje vrhov s prehodom pH je bilo pri obeh kolonah podobno, z glavnim vrhom, ki mu 
je sledil manj opazen vrh in dolg rep. Glavni vrh se je spral pri pH 8,5–8,3. Drugi vrh se je 
izpral pri pH 7,7. Vzrok nastanka repkov so nekatere izooblike, ki imajo povišan negativni 
naboj, kar vodi v močnejšo vezavo z nosilcem in slabše spiranje (Vetter in sod., 2015). Poleg 
omenjenega ima velik vpliv na vezavo z nosilcem heterogena porazdelitev naboja na 
proteinu. Tako lahko načeloma negativno nabit protein nosi skupke pozitivnih/negativnih 
ostankov, ki povzročijo, da se protein slabše/bolje veže na anionski nosilec (Carta in 
Jungbauer, 2010). V našem primeru so bile nekatere izooblike tako močno vezane na nosilec, 
da smo jih lahko sprali le z dodatkom soli.  
Poleg ločevanja s prehodom pH nas je zanimalo, kakšno bo ločevanje s 4-minutnim solnim 
gradientom. Na kolono smo injicirali enako količino vzorca kot pri ločevanju s prehodom 
pH in spremljali absorbanco. V primeru kolone FA smo lahko detektirali 7 vrhov, v primeru 
kolone FB pa 6 vrhov. Rezultati so prikazani v prilogi B. Če primerjamo rezultate z 
ločevanjem s solnim gradientom, opazimo, da so vrhovi sprani pri prevodnosti, nižji od 12 
mS cm-1, zadnja vrhova pa šele ob visokem dodatku soli. To ustreza ločevanju s prehodom 
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pH, pri katerem so vrhovi delno ločeni s samo spremembo v pH, zadnji vrh pa se je spral 
šele ob dodatku soli.   
Vetter in sod. so v svoji raziskavi (2014a) ugotovili, da na izboljšanje ločljivosti pri 
ločevanju proteinov s spremembo pH lahko vplivamo s podaljšanjem časa za ločevanje, tj. 
daljšim in položnejšim prehodom pH, ki ga dosežemo s spreminjanjem koncentracije 
kloridnih ionov v izbranem pufrskem sistemu. Pabst in sod. (2008) so prišli do podobne 
ugotovitve. Poleg zgornje trditve so izpostavili dejstvo, da povečevanje ionske moči vhodne 
mobilne faze vodi do šibkejših vezav proteina z nosilcem, zatorej krajšega retencijskega časa 
in posledično slabšega ločevanja. 
Po pregledu literature (Pabst in sod., 2008; Lingg in sod., 2013; Vetter in sod., 2014a, 2014b, 
2015) smo prišli do zaključka, da je ločevanje izooblik trenutno še zelo težko dosegljivo. Pri 
vseh omenjenih študijah je bilo ločevanje nepopolno, z le delno videnimi vrhovi posameznih 
izooblik. Vetter in sod. (2014 a in b) so poskušali ločiti izooblike z mešanim pufrskim 
sistemom (95 % etanolamina in 5 % Tris-HCl). S spreminjanjem koncentracije kloridnih 
ionov se je ločljivost sicer izboljšala, vendar jim popolne ločitve ni uspeli doseči. Podobno 
kot mi so imeli težave z repičenjem (razpotegnjeni vrhovi) in izpostavili so, da je s prehodom 
pH težko ločiti izooblike, ki močno reagirajo z nosilcem, ter izooblike, ki so si zelo podobne 
po velikosti in naboju.   
Vetter in sod. so v svoji raziskavi (2015) izpostavili dejstvo, da se lahko posamezne 
izooblike protiteles pri višjih koncentracijah obnašajo kompleksneje. Izooblike, zastopane v 
višjem deležu vzorca, lahko motijo spiranje ostalih izooblik s kompetitivnim vezanjem na 
nosilec. Zaradi tega je ločevanje lahko slabše. 
V vseh raziskavah na temo ločevanja mAb z induciranim prehodom pH so bila protitelesa 
predhodno testirana na vsebnost izooblik z metodo izoelektričnega fokusiranja. Podatkov o 
izvorni vsebnosti izooblik našega mAb žal nismo uspeli pridobiti. Z gradientom soli smo v 
sistemu lahko zaznali 6–7 vrhov, ki bi lahko ustrezale izooblikam, vendar pa tega z 
gotovostjo ne moremo potrditi, saj ne vemo, ali je bil odstotek določenih izooblik dovolj 
visok za detekcijo na HPLC-sistemu. 
 
4.4.3.2 Preverjanje čistosti z elektroforezo 
Čistost zbranih frakcij smo preverili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata (krajše SDS-PAGE). Pri SDS-PAGE ločujemo proteine samo po 
masi oziroma velikosti.  
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Protitelesa IgG so proteini z molekulsko maso približno 150 kDa. Sestavljeni so iz dveh 
težkih verig velikosti 50 kDa in dveh lahkih verig velikosti 25 kDa. Vsako protitelo IgG je 
sestavljeno iz dveh lahkih verig, med seboj povezanih z disulfidnimi vezmi, in dveh težkih 
verig, ki so z disulfidnimi mostički povezane z lahkimi verigami (Janeway in sod., 2001). 
Natrijev dodecilsulfat (SDS) je anionski detergent, ki poruši nekovalentne vezi proteinov, 
disulfidnih vezi pa ne. Ob dodatku reducenta (beta-merkaptoetanol) se razgradijo tudi 
disulfidne vezi (Markwell, 2009). Naša elektroforeza je bila nereducirajoča SDS-PAGE, saj 
reducenta nismo uporabili. 
Testi izolacije izooblik so pokazali, da je vzorec mAb sestavljen iz 6 enot, med katerimi sta 
po jakosti lis na gelu SDS-PAGE prevladovali enoti z najvišjo maso (195 in 150 kDa), sledili 
sta enoti z maso okoli 110 in malo več kot 71 kDa. Zaznali smo še enoto s 45 kDa, ki se je 
v primeru daljše elektroforeze (90 min) razdelila na zelo šibko liso 38 kDa. Na koncu se je 
pojavila še enota z 28 kDa.  
Analiza slik gelov SDS-PAGE je potrdila, da so frakcije mAb, ki so se sprale takoj po 
injiciranju, pripadale enotam z manjšo molekulsko maso (45 kDa, 38 kDa in 28 kDa). Enote 
ustrezajo velikostim posameznih težkih in lahkih verig, torej denaturiranim proteinom. 
Pri koloni FB se na gelu povsod pojavijo 4 enote, kar pomeni, da zbiranje frakcij ni bilo 
uspešno in je ločevanje potekalo prehitro, da bi lahko ujeli posamezne izooblike oziroma 
ločljivost kolone ni bila dovolj velika, da bi imeli možnost ujeti posamezne enote. Pri koloni 
FA sta se vsaj v prvem delu, kjer je potekalo spiranje z gradientom pH, pojavili samo 2 črti, 
Slika 46: Združeni rezultati dveh gelov SDS-PAGE. Elektroforeza je pri prvem gelu potekala 60 min, pri 
drugem pa 90 min. Številke označujejo naslednje: 1, 6) ExpedeonTwo-Color SDSTM Marker; 2, 7) izvorno 
mAb; 3, 5) frakciji, zbrani pri spiranju s prehodom pH pri mešani koloni FA; 4) frakcija, zbrana pri spiranju s 
solnim gradientom pri mešani koloni FA; 8, 9, 10) frakcije, zbrane pri spiranju s prehodom pH pri mešani 
koloni FB; 11) frakcija, zbrana pri spiranju s solnim gradientom pri mešani koloni FB. 
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s soljo pa 4. Najmanjše 3 enote se na kolono niso vezale in so se sprale takoj po injiciranju. 
Teh frakcij nismo zbirali in posledično tudi ne analizirali z elektroforezo.   
SDS-PAGE ločuje proteine samo po velikosti, v tem primeru torej ne moremo z gotovostjo 
reči, koliko izooblik imamo v vzorcu. Večje enote (70–150 kDa) najverjetneje predstavljajo 
izooblike, torej smo imeli skupno štiri izooblike. Večina analiziranih frakcij vsebuje prve 
štiri podenote mAbs, kar kaže na to, da nismo uspeli uloviti čistih frakcij, samo približke. 
Zbiranje je bilo zelo subjektivne narave, poleg samega mrtvega V sistema so na končni 
rezultat frakcij vplivali nesimetrični in razpotegnjeni vrhovi. mAb v frakcijah so bili tako že 
od začetka v nizkih koncentracijah.  
Za potrditev očiščenih frakcij v literaturi (Pabst in sod., 2008; Vetter in sod., 2014a, 2014b, 
2015) navajajo ultrafiltracijo kot metodo koncentriranja proteinov in nato uporabo 
izoelektričnega fokusiranja za prepoznavo posameznih izooblik. Vendar pri teh študijah ne 
smemo spregledati, da čistost posameznih izooblik v frakcijah ni 100 %, vrednosti se gibljejo 
35–60 %. 
Za doseganje boljšega ločevanja bi bilo treba optimizirati razmere eksperimenta (pufrski 
sistem in pH, čas trajanja prehoda pH, razmerje in sestava mešanih nosilcev v koloni, 
priprava vzorca in njegove koncentracije), da bi lahko videli ločitev na HPLC, in optimizirati 
zbiranje samih frakcij, s katerimi bi potrdili očiščenost posameznih izooblik. Metoda, s 
katero bi potrdili očiščenost izooblik, bi morala ločiti proteine glede na maso in naboj 
(izoelektrično fokusiranje, 2D-gelska elektroforeza, nativna elektroforeza). 
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 Šibki anionski izmenjevalec AG® 4-x4 je zaradi visoke vsebnosti funkcionalnih 
skupin odličen kandidat za ustvarjanje stabilnega in razmeroma linearnega prehoda 
pH, ki ga dobimo s koračno spremembo v pH vhodnega pufra. Na drugi strani pri 
testiranjih z Bio-RexTM 5 nismo uspeli dobiti zadovoljivega prehoda pH. Močni 
anionski izmenjevalec Fractogel® EMD TMAE Hicap (M) je v kombinaciji s šibkimi 
izmenjevalci omogočal tvorbo induciranega prehoda pH. Z navedenimi sklepi lahko 
potrdimo hipotezo 1 in 2. 
 
 Pri ustvarjanju želenega prehoda pH je pomemben izbor pufrskega sistema. pH pufra 
in njegova koncentracija vplivata na velikost in trajanje prehodov pH. Poleg tega 
pufer vpliva na vezavo proteina na nosilec, zato je pomembno, kako ga pripravimo 
in kakšne protiione bo vseboval. V praksi proteini niso stabilni pri vseh pH-
vrednostih, zato tudi stabilnost proteina določa, kateri ionski izmenjevalec je pravi 
za čiščenje.  
 
 Mešane kolone, sestavljene iz mešanice šibkega ionskega izmenjevalca z majhnimi 
porami in močnega ionskega izmenjevalca z velikimi porami, omogočajo preprosto 
doseganje želenega induciranega prehoda pH, ki je neodvisen od naložene 
koncentracije proteina.  
 
 Mešana kolona FA se je v testiranjih s prehodi pH izkazala kot potencialno uporaben 
kandidat za ločevanje nabitih proteinov z gradientom pH zaradi njegovega trajanja 
in sorazmerne linearnosti. Poleg tega je kolona zagotavljala dovolj veliko kapaciteto 
za vezavo mAb. S testiranjem ločevanja izooblik mAb smo potrdili, da je delovala 
le mešana kolona FA, s katero smo delno lahko ločili proteine, medtem ko mešana 
kolona FB ni pokazala zadostne ločljivosti. 
 
 Ločevanje izooblik je bilo v našem raziskovalnem delu le delno uspešno. S tem lahko 
potrdimo tretjo hipotezo, da inducirani prehod pH omogoča ločevanje nekaterih 
izooblik mAb. V literaturi opozarjajo, da je selektivnost kolon pričakovano slaba, saj 
so variante mAb podobnih velikosti in se naboj le malo razlikuje, kar zaenkrat še 
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Večina bioloških zdravil ni popolnoma definirana kot individualna molekula, ampak kot 
veliko število podobnih izooblik oziroma različic. Biološka in farmakološka aktivnost 
učinkovine se lahko drastično razlikuje med posameznimi izooblikami, zato je pomembno 
ohranjanje pravega razmerja teh variant znotraj določenih vrednosti. Ionska izmenjevalna 
kromatografija z uporabo prehodov pH se je izkazala kot učinkovita tehnika ločevanja 
proteinskih izooblik, ki so posledica posttranslacijskih sprememb. Kromatografski nosilci s 
kombinacijo šibkih in močnih ionskih izmenjevalnih skupin so pokazali obetavno rešitev na 
področju ustvarjanja enostavnih in predvidljivih prehodov pH tudi na preparativni ravni. 
Koračna sprememba v vhodnih mobilnih fazah z različnimi pH zaradi interakcij s šibkim 
nosilcem spodbudi generiranje dokaj položnega prehoda pH znotraj kolone. To omogoča, da 
se posamezne izooblike proteinov lahko skoncentrirajo v določenem predelu in se hkratno 
sperejo iz kolone. S tem se izboljša izkoristek ločevanja in posledično so stroški čiščenja 
manjši.  
V okviru magistrskega dela smo preučevali različne tržno dostopne ionsko izmenjevalne 
delčne nosilce. Predstavnika šibkih in intermediatnih izmenjevalcev sta bila AG® 4-x4 in 
Bio-RexTM 5, za močni izmenjevalec je bil izbran Fractogel® EMD TMAE Hicap (M). V 
prvem sklopu smo pripravili kromatografske kolone z bodisi enim nosilcem ali kombinacijo 
šibkega in močnega nosilca. V karakterizacijo kolon je bilo zajeto testiranje s pulzno motnjo 
z acetonom, določevanje vezne kapacitete s proteinom BSA, ustvarjanje tipičnih pH-profilov 
s spreminjanjem ionske moči vhodne mobilne faze ter ocena ionske kapacitete K. Z ustrezno 
napolnjenimi kolonami smo testirali trajanje in linearnost induciranega prehoda pH. Za to 
smo uporabili pufre (tris-HCl in fosfatni pufer) z različno koncentracijo ter pH-vrednostjo 
in opazovali vpliv teh dejavnikov na naklon induciranega prehoda pH. Ugotovili smo, da ne 
glede na izbran pufer njegova nižja koncentracija pripomore k položnejšemu in daljšemu 
prehodu pH, medtem ko se mora pH-vrednost nahajati v bližini pKa izbranega pufrskega 
sistema. Poleg tega smo potrdili tezo, da sami šibki nosilci omogočajo tvorbo položnega 
induciranega prehoda pH. Z uvedbo mešanih kolon FA in FB smo dosegli ustrezen naklon 
in pH območje (9–7) za ločevanje izbranega proteina. Tako smo v drugem sklopu izvedli 
ločevanje izooblik monoklonskih protiteles ter preučili vpliv naložene količine proteina na 
inducirani prehod pH. Prehod pH se je pri različni količini naloženega proteina zanemarljivo 
spreminjal, zato smo lahko zaključili, da sta vezava proteina na nosilec in ustvarjanje 
prehoda pH ločena procesa. Ločevanje izooblik mAb je delno uspelo. S tako ustvarjeno pH-
spremembo smo na kromatogramu uspeli razločiti dva vrhova. Čistost posameznih frakcij 
smo preverili z SDS-Page elektroforezo, ki je pokazala, da so frakcije predstavljale mešanico 
nekaterih izooblik. Vzrok temu je bila slaba ločljivost vrhov in subjektivnost zbiranja frakcij. 
V nadaljnjih študijah bi bilo treba optimizirati razmere eksperimentov, ki bi pripeljale do 
višje ločljivosti in posledično boljše čistosti posameznih izooblik mAb. 
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Vrste ionskih izmenjevalcev 
Določevanje aktivnih ionskih skupin na ionskem nosilcu z uporabo metode spreminjanja 
prehodov pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze so predlagali Lendero in sod. 
v članku iz leta 2008. Z naglim spreminjanjem s pufra A (nizka ionska moč) na pufer B 
(visoka ionska moč) se glede na ustvarjen pH-profil dá določiti, ali gre za anionski ali za 
kationski izmenjevalec. V primeru močnega anionskega izmenjevalca se pH le malo poviša 
(c), medtem ko je sprememba v pH pri šibkem anionskem nosilcu večja od 1 enote in traja 
dlje časa (d). V primeru kationskega nosilca se pH zniža za več kot 1 enoto (a in b). Za močni 
kationski izmenjevalec je čas, da se pH vrne na prvotno vrednost, krajši (a), za šibki kationski 
izmenjevalec pa je čas uravnoteženja pH daljši (b).  
 
Priloga A: Določevanje aktivnih ionskih skupin pri ionsko izmenjevalnih nosilcih z uporabo metode 
spreminjanja prehodov pH s spremembo ionske moči vhodne mobilne faze. a) pH-profil za močni kationski 
izmenjevalec in b) za šibki kationski izmenjevalec. c) pH-profil za močni anionski izmenjevalec in d) za šibki 
anionski izmenjevalec. 
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Ločevanje s 4-minutnim solnim gradientom 
Priloga B1: Ločevanje izooblik mAb s 4-minutnim solnim gradientom z mešano kolono FA. Del vzorca se je 
spral takoj po injiciranju. S solnim gradientom smo uspeli razločiti 6 vrhov. 
Priloga B2: Ločevanje izooblik mAb s 4-minutnim solnim gradientom z mešano kolono FB. Del vzorca se je 
spral takoj po injiciranju. S solnim gradientom smo uspeli razločiti 4 vrhove. 
